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1 Einleitung

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine der hé&ufigsten rheumatischen
Erkrankungen. Wie viele rheumatische Erkrankungen verlauft auch die RA
chronisch und begleitet die Betroffenen ein Leben lang. Der progressive
Charakter der Erkrankung verursacht, neben dem persénlichen Leid der
Betroffenen, jahrlich hohe direkte und indirekte Gesundheitskosten
(Merkesdal S, et al 2002). Trotz neuer medikamentéser Behandlungsoptionen
sprechen bei ungefdhr 30-50% der Patienten die Therapien nur
unzulénglich oder gar nicht an (Koczan et al. 2008). Vor diesem Hintergrund
erscheint die Notwendigkeit erweiterter und neuer Therapiekonzepte
evident.

Die Ursachen der RA sind bis heute noch nicht ganzlich aufgeklart. Die
Hoffnung, durch ein detaillierteres Verstandnis der komplexen
Pathogenese der RA neue therapeutische Angriffsziele zu identifizieren,
stellt die rheumatologische Grundlagenforschung vor eine grof3e Heraus-
forderung. Einer dieser neuen Ansatzpunkte ist z.B. die Rolle des
angeborenen  Immunsystems mit seinen  Protagonisten, den
Polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten (PMN), bei der Genese
der RA. In der vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung der Serinprotease
GranzymB (GrB), synthetisiert von neutrophilen Granulozyten, bei der

Pathogenese der RA untersucht werden.

Rheumatoide Arthritis

1.1 Definition und Epidemiologie

Die RA geh6rt zum Formenkreis der entziindlich-rheumatischen
Systemerkrankungen, sie manifestiert sich im klinischen Vollstadium als
eine symmetrische Polyarthritis mit schmerzhaften, geschwollenen und in
ihrer Beweglichkeit eingeschrankten Gelenken. Betroffen sind neben den
kleinen Hand- und/ oder Fuligelenken haufig auch die gréReren Gelenke,
wie Schultern und Knie. Im Verlauf der Krankheit entwickeln sich —
insbesondere ohne adaquate Behandlung — erosiv-destruierende Knorpel-

und Knochenveranderungen, die Uber zunehmende Funktionsein-



schrankungen bis hin zur Invaliditdt und Behinderung flihren kénnen (Lee et
al., 2001). Patienten mit einer unzureichend behandelten, schweren RA

haben auch eine um etwa 5 - 10 Jahre verkirzte Lebenserwartung
(Symmons et al., 2002).

Wie bei allen chronisch-entziindlichen Systemerkrankungen kann es bei
der RA neben dem Gelenkbefall fakultativ auch zu extraartikludren
Manifestationen wie z.B. Tendovaginitis, Bursitis, Hautvaskulitiden,
Rheumaknoten oder Perikarditis kommen (Kazis et al., 1990; Snow et al. 2005).
Die RA verlauft chronisch progredient mit intermittierenden Schiben,
haufig sind extraartikulare Symptome mit einer akuten Exazerbation

assoziiert (Schneider et al, 2005).

Die Pravalenz der RA liegt weltweit zwischen 0,3-1 %. In Deutschland
leiden ca. 800.000 Menschen an dieser rheumatischen Gelenkentziindung
(Alamanos et al. 2005). Die RA ist damit die haufigste chronisch-entziindliche
Erkrankung aus dem rheumatologischen Formenkreis. Das typische
Manifestationsalter liegt zwischen dem 3. und 5. Lebensjahrzehnt, wobei
Frauen 2-3 Mal haufiger als Manner betroffen sind (Symmons et al., 2002). Als
genetischer Prognoseparameter gilt das HLA-DR4-Allel, dessen Nachweis

mit einem schwereren Krankheitsverlauf assoziiert ist (Calin et al., 1989).

1.2 Diagnostik

Im Hinblick auf die Verhinderung von frihzeitigen
Funktionseinschrankungen durch die RA ist eine rasche Diagnosestellung
von besonderer Bedeutung (Schneider et al.,2007). Die Klassifikationskriterien
des American College of Rheumatology (ACR) von 1987 bertlicksichtigen
folgende Befunde (Arnett et. al., 1988):



Symptome

Morgensteifigkeit > 1 Std. ldnger als 6 Wochen
Arthritis in > 3 Gelenkregionen; > 6 Wochen

Arthritis an Hand- oder Fingergelenken; mind. eine Hand-
Metacarpophalangeal (MCP) - oder proximales Interphalangeal-
gelenk (PIP) > 6 Wochen

Symmetrische Arthritis > 6 Wochen

Subkutane Rheumaknoten

Rheumafaktornachweis

Radiologische Veranderungen; Standard dorsovolare Aufnahme
von Hand und Handgelenk

Tab. 1 ACR Kiriterien zur Klassifikation der Rheumatoiden Arthritis Arnett et al., 1988

Bei Vorliegen von mindestens 4 der 7 Kriterien gilt die Diagnose als

gesichert.

Die ACR-Kriterien wurden allerdings in erster Linie fur Studienzwecke
entwickelt und sind mittlerweile tGber 20 Jahre alt (1987). Fir die Diagnose
einer frithen RA sind diese ,Summationskriterien“ unzureichend. Die
aktuelle Leitlinie der DGRh (2007) empfiehlt fir die frihe Diagnose der RA
andere Kriterien (Schneider et al., 2007). Dieser Tatsache tragen auch die
aktuellen Klassifikationskriterien des EULAR (The European League
against Rheumatism) und ACR Rechung, die 2009 erstmalig vorgestellt
wurden (Vortrag ACR 2009 in Philadelphia : Julia Funovitis et al.; Grafik siehe Anhang).
Neben dem klinisch-symptomatischen Bild stehen fir die Diagnose einer
RA laborchemische und bildgebende Untersuchungen zur Verfiigung. C-
reaktives Protein (CRP) und Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) sind
beides serologische Parameter zur Einschatzung der
Entzindungsreaktion (Schneider et al., 2007). Deutlich spezifischere
Laborbefunde liefert die Bestimmung von Rheumafaktoren (RF) und
Antikérpern gegen cyclische citrullinierte Peptide (CCP) (Ubersicht bei Feist et
al, 2007). IgM-RF fallen, je nach Krankheitsstadium und Studienpopulation,
in 65-80% der RA-Patienten positiv aus und korrelieren mit der Schwere
der Erkrankung. Patienten, seropositiv fir RF, haben ein Risiko fur einen
aggressiveren Krankheitsverlauf, extraartikuldare Komplikationen und eine
schlechtere Prognose (van Zeben et al., 1992). Hochspezifisch fur die RA ist
der Nachweis von Antikérpern gegen cyclisch citrullierte Peptide (CCP-

AK). Im Gegensatz zum RF, der altersabhéngig bei bis zu 15% der



Normalbevélkerung vorkommt, sind CCP-Antikérper nur bei 0,4%
gesunder Menschen nachweisbar (Symmons et. al, 2006). Mit einer Spezifitat
von 96% sind CCP-Antikdérper dem Rheumafaktor mit einer Spezifitat von
85% Uberlegen. Die Sensitivitdten sind &hnlich und betragen jeweils etwa
65 - 75%. CCP-Antikérper finden sich auch bei der rheumafaktornegativen
RA und sind haufig schon Jahre vor Ausbruch der Erkrankung
nachweisbar (Ubersicht bei Feist et al, 2007). Sie eignen sich daher besonders
gut zur Fruhdiagnose einer RA. Beziglich des prognostischen Potentials
korreliert der Nachweis von CCP-Antikérpern bei RA-Patienten haufiger

mit radiologischen Veranderungen und einem progredienten Verlauf (lking-
Konert C et al. 2007).

Neue Antikdrper gegen eine Variante des Vimentins, mutiertes und
citrulliniertes Vimentin (MCV), sind seit 2007 der Diagnostik verfugbar. Bei
anndhernd gleicher Spezifitdt haben sich Anti-MCV-AK in ersten Studien

als sensitiver gegenliiber CCP-AK erwiesen (Sghiri et al., 2008; Innala et al.,
2008).

1.3 Therapie

Zur symptomatischen Therapie der RA werden NSARs (Nicht-Steroidale-
Antirheumatika) eingesetzt. Es besteht heute kein Zweifel mehr an der
Notwendigkeit einer Behandlung der RA mit einem sogenannten
Basistherapeutikum (DMARD: Disease Modifiying Anti-Rheumatic Drug).
Haufig werden DMARD’s mit oralen und / oder intraartikularen
Kortikosteroiden kombiniert. Am haufigsten wird in Deutschland das
Medikament Methotrexat (MTX) als DMARD eingesetzt, aber auch
Leflunomid (Arava®), Sulfasalazin oder Hydroxychloroquin kommen als
Monotherapie oder in Kombination mit MTX regelmassig zum Einsatz. Nur
durch den effektiven und frihen Einsatz dieser DMARDs kann die
Progression der RA erfolgreich aufgehalten und so die Langzeitprognose
der Erkrankung verbessert werden (Smolen et al., 2005; Wollenhaupt et al.,
2006,). Bei 10-25% der Patienten kommt es zu einer jahrelangen
Vollremission (Smolen et al, 2003). Patienten, die unzureichend auf die
DMARD-Therapie ansprechen, profitieren vom Einsatz der so genannten

,Biologicals“. Diese neueren Therapeutika sind monoklonale Antikérper



gegen Zytokine (Zytokininhibitoren) oder gegen Oberflachenmarker. TNFa
Blocker werden mit der héchsten Frequenz eingesetzt (Smolen et al., 2007).
Biologicals der zweiten Generation sind der CTLA4 (Cytotoxic T-
Lymphozytee associated protein) Inhibitor Abatacept (ABA), der die
Aktivierung von T-Zellen durch die Blockade des kostimulatorischen
Signals Uber CD28 auf T-Zellen verhindert (Genovese et al., 2005). Daneben
ist der Antikérper gegen CD20 auf B-Lymphozyten Rituximab (RTX) fir
die Behandlung der RA seit etwa 3 Jahren (Cohen et. al, 2006) und der |L-6
Rezeptor-Antagonist Tocilizumab (TZC) seit Januar 2009 in Deutschland
zugelassen (www.emea.europa.eu). Sie werden momentan als Alternative fur
Patienten eingesetzt, die unzureichend auf die DMARD (TCZ) und / oder
TNFa Antagonisten (TCZ, RTX und ABA) ansprechen.

Weitere Zytokininhibitoren gegen IL-15 (Baslund et al., 2005), IL-17 oder IL-

18 befinden sich in Erforschung am Mausmodell oder in klinischen Studien
(Ubersicht bei Smolen, 2007).

1.4. Pathogenese

Die Pathogenese der RA ist trotz intensiver Forschung noch nicht
vollstdndig geklart. Ursachlich fur die RA, als chronisch-entzindliche
Erkrankung, wird eine fehlgesteuerte Aktivierung der Immunantwort
angenommen. Dieser mdglicherweise durch Infektionen,
Autoimmunreaktionen oder allergische Reaktionen ausgeléste Prozess
fuhrt zusammen mit einer genetischen Pradisposition (HLA-DR4) zu einer

sich selbst unterhaltenden destruktiven Entzindung (lking-Konert et al., 2005;
Geiler G., 1996).

Zusammengefasst ist fir die RA das Zusammenspiel aus folgenden
Punkten pathognomisch: 1. pathologische Immunreaktion, 2. chronische

Entzindung und 3. synoviale Hyperplasie mit Pannusbildung (Geiler G.,
1996).

Dies soll in den folgenden Abschnitten ausfuhrlich dargestellt werden.



1.4.1 Pathologische Immunreaktion

Obwohl die RA zu den ,Autoimmunerkrankungen® gezahlt wird, sind fur
die Erkrankung bisher keine krankheitsausldsende Autoantigene
identifiziert worden. Der Groldteil der Untersuchungen zur Pathogenese
der RA der letzten Jahrzehnte konzentrierte sich auf Mechanismen des
adaptiven Immunsystems (,adaptive immunity“), unter anderem der T-
und B-Lymphozyten (Lundy et al., 2007; Magalh&es R et al., 2002). Der Nachweis
von charakteristischen Autoantikérpern, wie RF, CCP- oder MCV-
Antikérpern, ist nicht nur ein wichtiges Diagnose- und Prognosekriterium
(Sghiri et al., 2008), sondern auch eines der wesentlichen Argumente flr

einen immunologischen Pathomechanismus.

Nach neueren Ergebnissen kénnte neben dem adaptiven Immunsystem
auch das angeborene Immunsystem (,innate immunity“) mit seinen
Protagonisten den polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(polymorphonuclear neutrophils; PMN) eine bedeutende Rolle bei der
Genese der RA spielen (Parsonage et al., 2008). So hat sich in jingster Zeit
die Vorstellung eines zweistufigen Modells durchgesetzt, nach dem
sowohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem an der
Entstehung der RA beteiligt sind (Ebringer and Wilson, 2000; Firestein et al.,
2003; Miller-Ladner et al., 2005; Jaen O et al., 2008).

In welcher Weise beide ,Systeme® atiologisch an Krankheitsentstehung
und -verlauf beteiligt sind, ist vorerst ungeklart. Sicherlich ist die
Interaktion beider ,Systeme” auf =zellularer- und Zytokinebene von
entscheidender Bedeutung und die Rolle der PMN als Initiatoren und

Regulatoren von wissenschaftlichem Interesse (Keyszer et al., 1994; Ospelt et
al., 2004; Beauvillain C et al, 2007).

1.4.2 Chronische Entziindung

Die Entziindungsreaktion manifestiert sich in Angioneogenese,
Gewebsddemen, erhdhter Kapillardurchlassigkeit und der Rekrutierung von
polymorphkernigen Granulozyten in der akuten Phase. PMN machen im

entziindeten Gelenk bei der RA den gréten Anteil aller immunkompetenten



Zellen aus. Cytofluormetrisch konnten im Schnitt Gber 85% der Zellen als
PMN charakterisiert werden. T-Zellen machen die

zweitgrofite Population aus (5-30%) und bis zu 5% sind als Monozyten und
oder B-Lymphozyten zu identifizierten (lking-Konert et al., 2005).
Klassischerweise stellen PMN die typischen Zellen der s.g. ,first-line
defense” beim Eindringen eines fremden Agens oder pathogener Keime dar.
Sie werden der s.g. ,innate immunity“ zugeordnet. Neben ihrer freien
Beweglichkeit haben PMN ausgeprégte phagozytierende Eigenschaften. Sie
besitzen einen hohen Gehalt an Granula, welche Enzyme und Proteine
enthalten und bei der Abwehr von Bakterien, bei pathologischen Zustéinden aber
auch bei der Gewebeschéddigung, beteiligt sind.

Nach der Phagozytose pathogener Antigene wird im Regelfall die
Apoptose der PMN induziert. Durch einwandernde Makropha-
gen/Monozyten werden physiologischerweise die apoptotischen PMN
phagozytiert. Die  akute Entzindung limitiert  sich ~ somit
physiologischerweise selbst (Sendo F et al., 1996).

Das Wissen Uber das funktionelle Spektrum der PMN hat sich in den
letzten Jahren aber deutlich erweitert (Beauvillain et al., 2007; Culshaw et al,
2008; Wagner et al., 2008).

PMN sind bei pathologischen Zustédnden in vivo oder unter geeigneten
Bedingungen in vitro zur de novo Proteinbiosynthese beféhigt und kénnen
sich so ihrer konstitutiven Apoptose entziehen (Savill, J 1997; Iking-Konert et
al., 2001). Die so verénderten PMN kdnnen proinflammatorische und
cytotoxische Proteine freisetzen und tragen damit potentiell zur
Perpetuierung und Chronifizierung der Entziindung bei (Wagner C. et al,
2000).PMN gelten somit als potentiell wichtige Protagonisten der
chronischen und in der Folge destruktiven Entziindung (Mayadas et al.,
2005). In der Synovialis konnten Verédnderungen der PMN-Population
gegenlber Zellen des peripheren Blutes gezeigt werden. Es wurde eine
deutliche Aufregulierung der aktivitdtsassoziierten Oberflachenrezeptoren
CD14, CD16, CD18 und CD64 gezeigt (lking-Konert C et al. 2002). Im
Gegensatz dazu ging CD62L als Ausdruck der Aktivierung verloren.
Daneben erwerben PMN neue Rezeptoren wie z.B. MHC Klasse Il (Major
histocompatibility complex) und CD83, die normalerweise nur von

Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert werden (Edwards et al., 1997;



Iking-Konert et al., 2001). Diese Rezeptoren werden teilweise de novo
synthetisiert, was als Hinweis auf ein ,escape from apoptosis®, d.h. ein
verlangertes Uberleben zu werten ist. Daneben erwerben PMN durch
diese Differenzierung méglicherweise neue immunologische Funktion, wie
z.B. eine Aktivierung von T-Zellen durch Antigenprasentation (lking-Konert
et al., 2005).

Charakteristisch fir alle chronisch-entziindlichen Erkrankungen ist die
Aktivierung der PMN in der akuten Phase, welcher dann eine
fortschreitende Aktivierung von T-Lymphozyten folgt (Ubersicht bei Edwards
et al. 1997). Im Rahmen der Chronifizierung kommt es offensichtlich zu
einer andauernden Aktivierung und Persistenz der
Granulozytenpopulation. Ob- und in welcher Art und Weise diese
,veranderten® PMN bei der RA mit den klassischen Zellen der ,adaptive”
immunity® wie T- und/oder B-Lymphozyten kommunizieren, ist
Gegenstand aktueller Forschung. T-Lymphozyten spielen in diesem
Zusammenhang eine entscheidende regulatorische Rolle (Radsak et. al.
2000; Komai-Koma et. al. 2004; Parsonage et al., 2008). Im entziindeten Gelenk
kommt es zur lokalen Aktivierung, Proliferation und Differenzierung
vorwiegend TH-1 (CD4+) und regulatorischer T-Zellen. Die Prasenz von
Memory  T-Lymphozyten spricht  fir eine  vorangegangene
Antigenexposition (Ponchel et al.; 2002). Die genauen Mechanismen der T-
Lymphozyten Aktivierung sind noch nicht ausreichend geklart, es wird
angenommen, dass bestimmte Konditionen im synovialen Gewebe einem
veranderten Pool periphere T-Lymphozyten rekrutieren, die dann als
proinflammatorische Zellen agieren (Weyand et al. 1999).

CD8+ Zellen sind in eher geringer Zahl prasent, die CD4:CD8 Ratio ist im
Synovium im Vergleich zum peripheren Blut erhdht (Weyand et al. 1999). Die
Therapieerfolge bei der RA durch eine T-Zell Inhibition, wie zum Beispiel
durch das zugelassene Medikament Abatacept unterstreicht die mdgliche

athiopathologische Bedeutung dieser Zellen (Genovese et al., 2005).



2.4.3. Zytokine

Der ,Cross-Talk® zwischen den unterschiedlichen Zellen, respektive den
PMN und T-Zellen im Mikromilieu des entziindeten Gelenks, erfolgt unter
anderem Uber Zytokine. Nicht erst seit dem durchschlagenden
therapeutischen Erfolg der Zytokininhibitoren, wie den TNFa-Blockern
(Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Certolizumab und Golimumab), dem
Interleukin (IL)-1-Rezeptor-Antagonist Anakinra oder dem IL-6 Rezeptor-
Antagonisten Tocilizumab, gilt die pathopysiologische Rolle dieser
verschiedenen Zytokine als gesichert (Review: Robak T et al., 1997; Brennan et
al., 2008). Hierbei steht sowohl die Herkunft als auch der Angriffspunkt der
unterschiedlichen Zytokine im Fokus.

TNFa, IL-1 oder IL-6 sind als entscheidend fur die Pathologie der RA
etabliert (Brennan et al, 2008). Die genaue Bedeutung und zelluldre
Wirkungsweise jingst bei der RA identifizierter Zytokine wie INFy, IL-15,
IL-17, IL-18 ist Gegenstand der aktuellen Forschung (Pierer et al., 2003).
Inflammatorische Zellen werden durch die Aktivitat von TNFa, IL-1, IL-6,
IL-18 in das blande Synoviom rekrutiert. Im Synovium findet eine
Retention von Zellen, z.B. PMN {ber die Inhibition ihrer Apoptose,
insbesondere durch TNFa, statt. Getriggert durch IFNy, IL-15 und TNFa
werden T-Zellen aktiviert und organisiert. Die Kommunikation erfolgt
sowohl auto- als auch parakrin. Diese semiautonomen Prozesse im
Gelenk resultieren in einer invasiv, proliferierenden Antwort der

Synovialis.

TNFo ist bei der RA fur den primaren Entziindungsvorgang
verantwortlich. Hauptsachliche Pathogenitatsfaktoren des Zytokins sind
die Stimulation der Fibroblastenproliferation, die gesteigerte Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-8 und die Induktion
der GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). Zudem
stimuliert TNFa die Proliferation und Differenzierung von T- und B-Zellen

(Brennan et al., 1992, Blass et al. 2001).

IL-2 und IFNy sind charakteristische Zytokine aktivierter T-Zellen. Im

rheumatischen Gewebe finden sie sich in eher geringer Quantitat (Firestein,



1997). IFNy, genau wie TNFa, ist einer der starksten bekannten
Stimulatoren von PMN und fiihrt neben einem verldngerten Uberleben der
PMN zu einer Raufregulierung von MHC Klasse Il und CD83 Molekilen in
vitro auf PMN, triggert somit deren morphologische Differentierung zu

wdentritic like cells® (lking-Konert et al., 2005).

IL-15 wird sowohl von Makrophagen als auch von T-Zellen produziert. IL-
15 aktiviert T- Zellen bei der RA, wahrscheinlich via Zell-Zell-Kontakt
(Mclnnes et al., 1997). Uber autokrine Mechanismen fiihrt IL-15 zur lokal
erhéhten Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNFa. IL-15 RNA
wurde vor allem bei der fruihen RA in der Synovialis identifiziertund
korreliert mit der Akute-Phase-Antwort (Kotake et al., 1997). IL-15 soll die
Osteoklastenformation inhibieren (Chabaud et al.,, 2001) und eine erhdéhte
Monozytenaktivierung triggern (Kirkham et al., 2006). In vitro konnte gezeigt
werden, dass IL-17 als Stimulator der IL-6 und TNFa Produktion wirkt.
Zudem reguliert IL-17 die Granulozytenhomd&ostase und spielt eine Rolle

bei der Kollagen- destruktion (Stamp et al., 2004).

Sicherlich sind noch nicht alle Effekte dieser Zytokine bekannt oder gar
verstanden, dennoch haben sich die Kenntnisse tber die Wirkung der
pathophysiologisch relevanten Zytokinen bei der RA in den letzten Jahren
stetig erweitert. Bei der RA liegt zusammenfassend offenbar ein
Ubergewicht proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. TNFa, IL-6, IL-2 und
IL-15, vor. Die therapeutische Hemmung dieser proinflammatorischen
Zytokine, als frihen Eingriff in die pathogenetischen Mechanismen der
RA, liegt nahe.

2.4.3 Synoviale Hyperplasie

Durch oben beschriebene Prozesse ist bei der RA die Synovialis der
befallenen Gelenke entziindlich verandert, verdickt und von T-Zellen, B-
Zellen und Makrophagen infiltriert. Die proliferierte Synovialis (das
sogenannte Pannusgewebe) ist an der Gelenksknorpeloberflache
adharend und greift die Knorpel- und Knochenstrukturen an (Firestein, 1997;

und 2003). Pannusgewebe ist an der Gelenksknorpeloberflache adhéarend.
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Die Zellen produzieren Proteinasen, welche die Degradation und
Destruktion des Knorpels induzieren (Ishikawa et al., 1996; Miiller-Ladner et al.
1998). Multinukledre Zellen, die phanotypisch als Osteoklasten identifiziert
wurden, fanden sich am Pannus-Knochen-Ubergang in
knochenresorbierenden Lakunen (Gravallese et al., 1998, Miller-Ladner et al.,
2005). Im peripheren Blut induzieren CD4+-ODF+ (Osteoklasten
Differentation Faktor) T-Zellen die Entwicklung/Umwandlung
mononucledrer Zellen zu Osteoklasten (Kotake et al., 2001). Welche Zellen
die Osteoklastengenese im entzindlich veranderten Gelenk triggern, wird
kontrovers diskutiert. Synoviale T-Zellen kénnten im Gelenk der RA

Patienten ahnlich wie im Blut diese Funktion Gbernehmen.

Die synoviale Intima besteht aus Synovialozyten (synovial lining cells,
SLC). Elektronenmikroskopisch kann man zwei unterschiedliche SLC
Populationen charakterisieren, Typ-A und Typ-B Synoviozyten (Yamanishi et
Firestein, 2001). Typ-A Synovialozyten sind makrophagenahnlich und
entstammen der monozytadren Zellreihe. Typ B Synovialozyten ahneln
Fibroblasten und produzieren synoviale Proteine der Extrazellularmatrix,
wie Collagen, Fibronectin (Seemayer et. al. 2001) Lubricin und Hyaloronséure.
Bei der chronischen RA Uberwiegt die erhbhte Zellzahl an Typ A
Synovialozyten (Makrophagen). Im frihen Krankheitsstadium (Early RA)

dominieren die Typ B Synoviozyten (Athanasou et Quinn, 1991).

1.6 Granzym B bei der Pathogenese der RA

Trotz des heute besseren Verstédndnisses der komplexen Pathogenese
der RA bleiben die genauen immunologischen Mechanismen von der
akuten Entzindungsreaktion Uber die Entstehung der pathologischen
Synovia hin zur finalen Destruktion von Knorpel und Knochen offen. Nach
neueren Ergebnissen kdnnte auch das angeborene Immunsystem,
insbesondere die PMN, eine bedeutende Rolle bei der Auslésung der RA
spielen. Die peripheren PMN werden, wie oben beschrieben im Laufe der
Pathogenese der RA in das Gelenk rekrutiert und bilden dort die
quantitativ gréBte Zellpopulation. Sie sind in Konglomeraten an der

Knorpel-Pannus-Grenze identifiziert worden und koénnten hier, unter
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anderem durch die Freisetzung von Proteasen, zur Chondro- und
Osteodestruktion beitragen. Bei der RA gehért die proteolytische
Zerstérung des Gelenkknorpels und des Knochens zu den typischen
Krankheits- und Prognosekriterien. Die Knorpelzerstérung  wird
hauptséchlich durch Matrix Metalloproteasen, Kollagenasen,
Glykosidasen, Aggrecanasen und Serinproteasen induziert (Ronday et al.
2001; Demasi et al., 2004; Diarra et al. 2007; Thomas M et al., 2006).

Zu den in der Pathogenese der RA bedeutsamen Serinproteasen gehéren
Granzyme. Granzyme sind neutrale Serinproteasen. Beim Menschen
wurden bisher funf verschiedene Granzyme und zwar Granzym A, B, H, M
und K charakterisiert, die je nach ihrer Substratspezifitdt in drei
verschiedene Subfamilien unterteilt werden (Smyth et al., 1995; Trapani, 2001).
Der strukturelle Aufbau sowie die Funktionalitdt von Granzym A und B
standen bisher im Fokus der Forschung. Uber Granzym H, K und M ist
erst wenig bekannt.

Granzyme  werden als sogenannte  Zymogene, inaktivierte
Enzymvorstufen, synthetisiert und in Granula gespeichert (Pinkoski et al.,
1996; Wagner et al.; 2008). lhre enzymatische Aktivitat erhalten sie erst nach
Abspaltung des N-terminalen Dipeptids durch die Dipeptidyl-peptidase |
(DPPI) auch Cathepsin C genannt (McGuire et al., 1993). Cathepsin C wird
konstitutiv in Lysosomen exprimiert und spielt eine Schlisselrolle in der
Regulation der Granzym Funktion. DPPI-defiziente Mause zeigen keine
oder nur sehr geringe Granzymaktivitaten (Trapani et al.; 2001).
Typischerweise wird Granzym B (GrB) von zytotoxischen Lymphozten
(CTL) und NK-Zellen produziert (Trapani et al.,2001). In jingster Zeit konnte
GrB in vitro auch in Zellen der myeloischen Zelllinie, in CD34+
Stammzellen und PMN nachgewiesen werden (Wagner et al.; 2004 und 2008).
GrB wird in den primaren ,dense-core type |“- Granula (Trapani et al., 2001;
Wagner et al., 2008) gespeichert. In PMN konnte die Protease aber auch in

den sekundéaren Granula nachgewiesen werden (Wagner et al.; 2008).
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Abb. 1 Der Ribbon Plot zeigt die Tertidrstruktur von humanen GrB. GrB zahlt zur Gruppe
der trypsin-ahnlichen Serinproteasen und ist auf dem humanen Chromosom 14q11.2 kodiert.
Die GrB ist in zwei sechs-strdngige b-Banden gefalten, welche Uber drei trans-Domén
Segmente verknipft sind. Weitere Elemente der Sekundarstruktur sind die helikale Schleife
zwischen Ala 56 und Cys 58 sowie die lange C-terminale Helix (siehe Pfeil) von Phe 234 zu
Arg 244. Die dreidimensionale Stuktur von GrB ist generell dhnlich der Sekundar- und
Tertidrstruktur anderer Trypsin-ahnlichen Serinproteasen, erhélt jedoch eine funktionelle
Spezifitdt durch die Aspase-Aktiviat mit der Fahigkeit Asparaginsaure zu spalten.

Abbilung aus: Estebanez-Perpina, E., Fuentes-Prior, P., Belorgey, D., Braun, M., Kiefersauer, R., Maskos, K.,
Huber, R., Rubin, H., Bode, W.: Crystal Structure of the Caspase Activator Human Granzyme B, a Proteinase
Highly Specific for an Asp-P1 Residue Biol.Chem. 381 pp. 1203 (2000) Image courtesy of Protein Data Bank

Die funktionellen Eigenschaften des Enzyms sind vielféltig. GrB besitzt als
einziges Granzym  Aspase-Aktivitdt und somit die Fahigkeit
Asparaginsdure zu spalten. GrB erkennt Sequenz-Motive an der
Oberflache  zytosolischer Proenzyme, s.g. Procaspasen. Diese
Vorlaufermolekile werden durch selektiven Schnitt in der Néhe eines
negativ geladenen Asparaginsdurerestes in eine funktionell aktive
Caspase umgewandelt. Caspasen sind der intrazellulare Motor des
programmierten Zelltodes (Smyth; 1995). In seiner apoptose- induzierenden
Funktion ist das Enzym zahlreich beschrieben (Smyth, 1995; Trapani, 2001).
Die GrB vermittelte Apoptose wird sowohl Uber die direkte Aktivierung
einer Caspasen Kaskade (casp 3,6,7,8,9,10) als auch tber Mitochondrien
und Cytochrom C vermittelt (Pinkoski et al., 1996).

Aktivierte CTL degranulieren, nachdem sie eine enge zelluldre Bindung

mit der Zielzelle eingegangen sind. GrB bindet vermutlich an
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hochspezifische Rezeptoren der Zielzelle, den s.g. Mannose-6-phosphate-
Receptor pathway (Motyka B et al., 2000). Das Protein wird Gber Endozytose
aufgenommen und in Vesikeln (coated vesicle) gespeichert. Die
Freisetzung des vesikuldaren GrB geschieht im Zusammenspiel mit dem
porenformenden Protein Perforin. Perforin liegt im Zytoplasma der Zelle
vor und induziert durch die Bildung von Poren in die GrB Vesikel die
Freisetzung des GrB in das Zytoplasma der Zielzelle.

Eine Rolle bei der Gelenkentziindung und -destruktion der RA wird GrB
durch die proteolytischen Aktivitat und extrazellulare Wirkungsweise

zugeschrieben. An der Knorpel/Pannus-Grenze konnten Neutrophilien-

populationen in Konglomeraten identifiziert werden (Lees et al., 1994). Auch die

Zahl der GrB+ Zellen im Synovialgewebe, speziell auch im Pannusgewebe,
ist signifikant erhéht (Tak et al., 1999; Ronday et al., 2001; Smeets et al., 2001).
Vergleiche zwischen Patienten mit RA und Patienten mit reaktiver Arthritis
oder Osteoarthritis zeigten erhéhte Konzentrationen von GrB in der
Synovialflissigkeit. (Tak et al., 1999). Zur Identitdt der GrB+ Zellen wurde
jedoch keine Aussage getroffen (Ronday et al., 2001), oder man ging von CTL
aus, ohne diese jedoch, z.B. durch Oberflachenmarker, eindeutig zu
identifizieren (Tak et al., 1999).

Die Fahigkeit zum Schneiden intra- und extrazelluldrer Substrate legt eine
Rolle des GrB’s bei der Knorpel- und Gelenkdegradation der RA nahe.
Inwiefern GrB+ Zellen an der Zerstérung der extrazellularen Matrix
beteiligt sind, bleibt im Detail noch ungeklart. Vermutlich ist ihnen dies
Uber verschiedene Wege wie z.B. Zell-Zell-Interaktionen, zytokin-
vermittelte Stimulation von matrixzerstérenden Synoviozyten und/oder
lokale Produktion matrixzerstérender Enzyme (GrB) mdéglich (Ronday et al.,
2001).

Granzyme eignen sich somit als potentielle Angriffspunkte fir die
Entwicklung neuartiger Medikamente, um eine Fehlregulation des
Immunsystems und die hierbei beobachteten Schaden durch GrB+ Zellen
zu verhindern. Derartige Inhibitoren kénnten bei Autoimmunkrankheiten

wie der RA praktische Anwendung finden.

14



2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist zu prifen, ob GrB in synovialen PMN von Patienten
mit rheumatoider Arthritis (RA) ex vivo nachweisbar ist. Bisher gibt es
keine Untersuchungen zu GrB in PMN in vivo. Dartber hinaus soll die
GrB-Expression und der Gehalt an GrB in synovialen PMN mit den Zellen
im peripheren Blut der Patienten und mit Kklinisch/serologischen
Aktivitdtsparametern verglichen werden. Dieser Vergleich soll zu einer
genaueren Vorstellung Uber Regulation und Funktionalitat der Protease im
Milieu des entzindeten Gelenks bei der RA fihren. In in vitro Versuchen
soll auBRerdem die Regulierbarkeit von GrB in PMN durch pro-
inflammatorische Zytokine (u.a. TNF) untersucht werden. Durch diese
Untersuchungen, soll am Beispiel der Protease GrB die morphologische
und funktionelle Veranderung neutrophiler Granulozyten bei chronisch-
entzundlichen Erkrankungen untersucht werden um deren Rolle bei der

Pathogenese der RA besser zu verstehen.
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3. Material und Methoden
Methoden
3.1. Patienten- und Probandenkollektiv

Das Kollektiv setzt sich aus 19 RA—Patienten der Klinik fir Endokrinologie,
Diabetologie und Rheumatologie der Heinrich-Heine Universitat
Dusseldorf und der Rheumatologie des Klinikums Essen Sid zusammen.
In der Kontrollgruppe (n=11) befinden sich Patienten mit primar nicht-
erosiven Arthritiden wie Gichtarthopathien (n=2), HLAB27-assoziierten-
Spondylarthritiden und Oligoarthritiden (n=6) Psoriasisarthritiden (n=2)
sowie eine Patientin mit einem Morbus Crohn. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Universitdt Dusseldorf und der Universitat
Heidelberg genehmigt.

Fur die Versuche mit Vollblut rekrutierten wir gesunde, freiwillige
Probanden.

Die Patienten wurden vor der Punktion bzw. Blutentnahmen aufgeklart
und erteilten ihr Einverstandnis. Die Indikation zur Gelenkpunktion wurde
bei unklarer Genese des Krankheitsbildes der Arthritis aus diagnostischen
oder, bei bekannter Grunderkrankung, aus therapeutischen Grinden
gestellt. Eine alleinige Punktion nur auf Grund der Studie wurde in keinem
Falle durchgefiihrt. Parallel zu der Gelenkpunktion erfolgte bei einigen
Patienten eine venése Blutentnahme in EDTA-R6hrchen. Die Anzahl der
Patienten fir die einzelnen Untersuchungen variierte. Die genaue
Dokumentation wird in den entsprechenden Abschnitten im Ergebnisteil
und/oder den Abbildungen gezeigt.

Bei jedem Patienten wurde mittels eines standardisierten
Dokumentationsbogens (sieche Anhang) die Begleiterkrankungen, die
Entzindungsparameter, der Antikdrperstatus (Rheumafaktor und CCP),
falls nétig die mikrobiologische Untersuchung sowie die aktuellen
medikamentése Therapie erfasst. Bei den RA-Patienten bestimmten wir

zur Aktivitatsbeurteilung den ,disease activity score” DAS28 (siehe unten).
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3.1.1 RA Patienten Gruppe

Das mittlere Alter in der RA-Patientengruppe lag bei 65,5 Jahren. In der
Gruppe der RA-Patienten waren 15/19 CCP positiv und 13/19 laut
konventionellem Réntgen der Hé&nde und FiRBe erosiv. Die
Krankheitsaktivitdt gemessen am DAS28 (siehe unten) war bei einem
Patienten als gering, bei sechs Patienten als ,mittel“ und bei zwdlf Patienten
als ,hoch” einzustufen (siehe unten und Tab.2).Vier Patienten waren zum
Zeitpunkt der Gelenkpunktion medikamentds unbehandelt. Die weiteren

Therapien sind der Tabelle zu entnehmen.

Therapie

Patient Alter DAS28 CRP [mg/dl] RF CCP [U/mI] erosiv? [in mg]

_____ 1 64 27 05 neg <5 pos ______ Predl0
2 70 3,9 0,4 pos 1,5 neg MTX20/Pred7,5
3 73 4,2 0,5 neg 2 pos CSA100/Pred10
4 70 4,5 24 pos 1,6 neg MTX20/Pred7,5
5 60 4,6 2,2 pos 23,5 nodata no data
6 69 4.9 0,1 pos 442 pos MTX15/Lef10/Pred5

732 49 05 _neg >100 neg 1 unbehandelt
8 83 5,2 1,0 pos pos neg MTX15/Pred 10
9 69 5,2 0,5 pos pos pos ETN 50/MTX10/Pred10
10 55 5,6 2,0 pos >200 pos MTX15/Pred 5
1 72 5,6 4.8 pos pos pos no data
12 77 5,8 1,0 pos >200 pos Tau 20/SSZ/Pred7,5
13 56 5,9 5,9 pos 24 pos Pred 7,5
14 90 6,0 0.4 pos >200 pos MTX15/Pred7,5
15 53 6,3 2,3 pos pos neg Tau20/Pred7,5
16 43 6,3 3,9 neg >100 neg unbehandelt
17 73 6,6 7,2 pos 2 pos unbehandelt
18 70 7,0 8,6 pos >200 pos MTX15/Pred15
19 66 8,4 31,1 pos pos pos MTX20/Pred12

Tab. 2 In der Tabelle ist das Profil der 19 RA-Patienten der Studienkohorte dargestellt.
Gezeigt werden Alter, krankheitsassoziierte Parameter (DAS28, CRP, RF, CCP), die
Erosivitat (untersucht an konventionellen Réntgenaufnahmen der Hande und Fisse in 2
Ebenen) sowie die aktuelle RA-Therapie. Die nicht durchgezogenen Linien in der Tabelle
trennen die Kohorte entsprechend ihrer Krankheitsaktivitdt (gemessen am DAS28). Die
Grenzen entsprechen dabei den Definitionen der RA in geringe (< 3,2), mittlere (3,2 — 5,1)

und hohe (> 5,1) Krankheitsaktivitat (s.u.). Pred: Prednisolon; MTX: Methotrexat; CSA: Cyclosporin;
Lef: Leflunomid; ETN: Eternacept; Tau: Tauredon (Goldsalz), Aza: Azathioprin; SSZ: Sulfasalazin;

3.2. DAS28 und Krankheitsaktivitét

Das Standardinstrument zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat und ihres

Verlaufs ist der sogenannte ,Disease activity score“ (DAS) (disease
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activity=Krankheitsaktivitat; score=Punktzahl/Auswertung). Hierbei gehen
klinische Parameter wie die Anzahl schmerzhafter, geschwollener Ge-
lenke, laborchemisch die BSG/CRP sowie die Gesamtbeurteilung zur
Krankheitsaktivitat durch den Patienten ein. Das so ermittelte Ergebnis
wird mit einer Punktzahl zwischen 0-10 beschrieben. Es existieren ver-
schiedene Varianten des DAS. Der Unterschied besteht in der von der
EULAR festgelegten, standardisierten Anzahl der zu beriicksichtigenden
Gelenke. Standardmé&fig wird der DAS28 (28 Gelenke, siehe Anhang)
benutzt. Die folgende Tabelle zeigt die Beurteilung der Krankheitsaktivitat

entsprechend dem gemessenen DAS-Wert:

o Werte zwischen 0-3,2 entspricht einer fehlenden bis geringen -
Krankheitsaktivitat

o Werte zwischen 3,2 wund 5.1 entspricht einer mittleren
Krankheitsaktivitat

o Werte oberhalb von 5,1 entsprechen eine hohen Krankheitsaktivitat

Schwere Verlaufsformen der RA sind in der Regel durch eine hohe
Krankheitsaktivitdt ~ gekennzeichnet. @~ Eine  hohe  Aktivitdt des
Entzindungsgeschehens ist aber, insbesondere bei schubférmigen
Verldufen, nicht immer gleichbedeutend mit dem Ausmalf der Erkrankung
bei chronischem Krankheitsgeschehen. In diesem Fall kann der DAS28 -
Wert eher einer Momentaufnahme entsprechen. Mit erfolgreicher
Behandlung des Schubes sollte der Wert erwartungsgemaf sinken. Ein
Wert unter 2,6 signalisiert das Erreichen einer klinischen Remission, d.h.
Symptomfreiheit bis hin zu einem Stillstand der Erkrankung. Zur weiteren
Beurteilung der Krankheitsaktivitat eignen sich die Bildgebung mit der
Erfassung der radiologischen Progression, Laboruntersuchungen der

Akute-Phase-Reaktion und Anédmie.

3.3 Gelenkpunktion, Verarbeitung und Aufbereitung der Synovialf liissigkeit

Bei den Punktionen handelte es sich in der Regel um Kniegelenks- und in
zwei Fallen um Schultergelenkspunktate. Die Gelenkspunktion wurde
unter sterilen Bedingungen und nach schriftlicher Aufklarung der Patienten
durchgefuhrt.
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Um eine Koagulation zu vermeiden, wurden die frischen Gelenkpunktate
steril in heparinisierte Réhrchen Uberflhrt.

Die Synovialflissigkeit wurde 10 min. bei 3200 rpm zentrifugiert, die
zellfreien Uberstéande abgenommen, aliquotiert und bei —20°C tiefgefroren.
Das Zellpellet wurde in 10 ml Facspuffer + Venimmun® (1%)
resuspendiert, um nach einem einmaligen Waschvorgang den Zellgehalt
zu bestimmen. Der Zusatz von Venimmun® (humanes IgG) diente zur
Reduktion der unspezifischen Bindung der Antikdérper wahrend der

Farbung Uber die Fc-Rezeptoren an PMN.

3.4. FACS-Analysen (Fluorescence-Activated Cell Sorting)
3.4.1 Farbung der synovialen PMN - Markierung von Oberflachenmolekdilen

Zur phanotypischen Charakterisierung der PMN wurden Antikérper gegen
Oberflachenrezeptoren CD15, CD11b und CD64 (siehe Tab. 3) benutzt.
Die GrB Expression auf der Zelloberflaiche der Granulozyten wurde mit
drei unterschiedlichen Anti-GrB Antikdrpern (siehe Tabelle) bestimmt. Fir
die extrazellularen Farbungen wurden je 100 pl der Zellsuspension 20
min. lichtgeschutzt mit den entsprechenden Antikdrpern inkubiert. Die
eingesetzten Mengen, die Hersteller und die Klone sind der unten
stehenden Tabelle zu entnehmen.

Es folgten zwei Waschschritte mit je 3 ml FACS-Puffer+ 1% Venimmun®©.

Zentrifugiert wurde jeweils 5 min mit 1700 rpm bei Raumtemperatur.
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Menge

Antikérper Hersteller/ Klon [ul]
GranzymB FITC abcam/B18.1 2
GranzymB unmarkiert Chemicon Australia/2C5-F5 4
Kamiya Biomedical
GranzymB FITC Company/MC-223 5
CD15 PE BioLegend/HI98 10
CD66b FITC Immunotech/80H3 5
CD11b FITC Biozol/ICRF44 10
CD64 PE AbD Serotec/10.1 10
Kontrollen
Simultest y1/y2 a Becton Dickinson/Kat.Nr 342409 5
Anti-lgG2a unmarkiert Sigma / 5
Anti-mouse 1gG whole
molekule Sigma/F2012 5
Zweitantikérper
Anti-mouse 1gG1 FITC Immunotech/ 5

Tab.3 Die Tabelle zeigt eine Auflistung der fur die FACS Fé&rbung verwendeten
Antikérper und der entsprechenden Kontrollen. Zu jedem Antikdrper ist der Hersteller, der
Klon sowie die verwendete Menge angegeben.

3.4.2. Permeabilisierung und intrazelluldre Farbung der Zellen

Der intrazellulare GrB Gehalt der PMN wurde Uber die Farbung der Zellen
mit den gleichen Anti-GrB Antikdrpern (siehe Tab.3) bestimmt. Damit der
Antikérper an dem intrazelluldr liegenden Protein binden kann, wurden die
Zellen zunachst mit jeweils 100ul Fix&Perm® Lésung A pro 100yl
Zellsuspension permeabilisiert. Nach 15-minltiger Inkubationszeit folgten
zwei Waschschritte mit 3 ml FACS Puffer+ Venimmun®©, unter oben
beschriebenen Bedingungen. Anschlielend wurden die jeweiligen
Antikérper (siehe Tabelle) zusammen mit je 100ul Fix&Perm® Lésung B
20 min. lichtgeschitzt inkubiert, um die Antikdrperbindung zu fixieren. Es
folgten zwei Waschschritte mit 3 ml FACS-Puffer+ 1% Venimmun©
entsprechend der oben beschriebenen Angaben. Einzelne Antikérper
(siehe Tabelle) waren nicht direkt fluorszenzmarkiert verfigbar. In diesen
Fallen wurde eine indirekte F&rbung durchgefiihrt. Der unmarkierte
Primarantikdrper wird wie oben beschrieben inkubiert, anschliel’iend wird
der isotypenspezifischen Zweitantikdrper, in diesem Fall Anti-mouse I1gG
FITC (1:50 verdinnt mit FACS-Puffer), hinzugegeben. Die Zweitmar-
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kierung erfolgte jeweils nach zweimaligem Waschen. Die Inkubations-

zeiten und Puffermengen entsprechen denen der direkten Farbungen.

3.4.4. GrB Farbung im Vollblut

Parallel zu der Féarbung der Synovialzellen wurde heparinisiertes Vollblut
der Patienten untersucht, um die GrB Expression der peripheren Vollblut
(VB) PMN vergleichend zu der synovialen Population zu beurteilen.
Analog zu den Farbungen der synovialen Zellen wurden auch die Vollblut
(VB) PMN sowohl intra- als auch extrazelluldr mit dem GrB-Antikdrper
gefarbt. Zur Lyse der Erythrozyten wurde zunéchst 100ul Blut mit 2ml
FACS Lysing Solution® (10 min; 1:10 Verdinnung mit Aqua dest.)
inkubiert. Es folgen zwei Waschschritte mit je 3ml Cellwash®. Fir die
extrazelluldre Farbung wurden nun die entsprechenden Antikérper (die
Mengen sind aus der obigen Tabelle zu entnehmen) hinzu pipettiert und
15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgen zwei
Waschschritte mit je 3 ml Cellwash. Bei der intrazelluldren Farbung
wurden die Zellen nach dem Lyseschritt 10 min mit FACSPerm® (1:10
Verdinnung mit Aqua dest.) inkubiert, um die Zellmembranen zu
permeabilisieren. Es folgte ein Waschschritt mit 3ml Saponin Puffer.
Danach wurden die Antikdrper in den jeweiligen Mengen (siehe Tabelle)
hinzu pipettiert, entsprechend der extrazellularen Farbung 15 min inkubiert
und daraufhin zwei Mal gewaschen. Die Waschungen bei den
intrazelluldren erfolgten mit jeweils 3ml Saponin Puffer um die Zellen
permeabel zu halten. Die Proben wurden nach jedem Waschschritt mit
1700rmp zentrifugiert. Alle Vollblutanséatze (auch die verschiedenen, unten
beschriebenen Zytokinstimulationsversuche) wurden mit EDTA-Blut
durchgefuhrt.

3.4.5. Fixierung der geférbten Zellen

Die gefarbten Zellen wurden abschlieRend mit 400pl Cytofix© (1:4)
verdinnt in FACS-Puffer) (PBS ,1% BSA, 0,1% NaNj3) fixiert.
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DurchfluBzytometrie

Die fixierten Zellen befinden sich in Suspension mit Cytofix® (siehe unten)
als Tragerlésung. Ein fokussierter 488 nm Laserstrahl erzeugt Streulicht-
und Fluoreszenzsignale.

Die Streulichtsignale zeigen die Zelleigenschaften an. Die Intensitat des
Vorwartsstreulichts (FSC) ist abhéngig von der Grélke und
Oberflachenstruktur der Zelle. Das Seitwartsstreulicht (SSC) ist sensitiv flr

ihre Granularitat.

\\SSC (Side Scatter) [Granuarta:

Lymphgz!&;gn_l. FSC (Forward Scatter) Sisle 2|

Abb. 2 Die Leukozyten werden mittels FACSan nach ihrer GréRe (Seitwarts-
streuung SSC) und nach ihrer Granulariat (Vorwértsstreulicht FSC)
getrennt.Entsprechend finden sich die Granulozyten mit ihren zahlreichen
Granula und als gréRte der drei Zellpopulationen im duf3eren oberen Quadranten
des Dot Plots. Die Lymophozytenpopulation haben kaum Granularitat. Die
Monozyten sind von ihrer GréRRe her dhnlich den PMN, tragen jedoch weniger
Granula.

Da es uns auf die Charakterisierung der Granulozytenpopulation ankam,
gateten wir die Zellen entsprechend in den SSC/FSC Kanalen.

Fur die Fluoreszenzmarkierung wurden die Zellen auf 1*10°%/ml eingestellt.
Die benutzen Antikérper sind mit zwei verschiedenen Fluoreszenzen,
Fluoresceinisothiocyanat (FITC; grin) oder Phycoerythrin (PE, rot)
markiert.

Anhand der gebundenen Antikdrper wurde die intra- und extrazellulére
GrB Expression der PMN mit verschiedenen Anti-GrB Antikdrpern
beurteilt. Zusatzlich wurden granulozytenspezifische Oberflachenantigene
zur Funktionsbeschreibung und genaueren Typisierung der Population

bestimmt. Ausgewertet wurde der prozentuale Anteil positiv gegateted
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Zellen. Dieser Wert wird in ,%positive PMN“ angegeben. Die Messung
und Analyse der gefarbten Zellen erfolgte in einem FACS-Sort® mit
CellCept 3.3® als Software (beides BecktonDickinson)

3.5. GrB Hemmung mit Brefeldin A (BFA) und Cytochalasin B

Zum Verstdndnis des spontanen kinetischen Verhaltens von GrB in den
PMN in vitro fihrten wir Hemmversuche mit den Proteininhibitoren
Cytochalasin B und Brefeldin A durch. Wir setzten 10pmol und 30umol
Cytochalasin B und 20 pmol Brefeldin A ein. Cytochalasin B ist ein Pilzgift,
das die Polymerisation des Aktins unterbindet und damit den
cytoplasmatischen Transport Uber Mikrofilamente verhindert. Brefeldin A
ist ebenfalls ein Pilzmetabolit und verhindert Gber den Zerfall des Golgi-
Apparates den anterograden Proteintransport und fuhrt somit zu einer
Proteinakkumulation im Endoplasmatischen Retikulum. (Ubersichtsarbeit:
Hunziker et al., 1992) Beide Proteininhibitoren fanden in anderen

Arbeitsgruppen bereits als GrB Inhibitoren Verwendung.

3.6. Stimulationsversuche mit Zytokinen

Um die Regulation der Protease GrB in den PMN zu analysieren, wurden
Stimulationsversuche mit pathophysiologisch relevanten Zytokinen (siehe

Einleitung) in folgenden Medien durchgefuhrt:

1. frisch punktierte native Synovialfiissigkeit,
2. Vollblut gesunder Probanden und

3. isolierte PMN beider Kompartimente.

Zusatzlich wurde die Wirkung von Infliximab (Handelsname REMICADE®)
auf die GrB Expresseon der PMN untersucht. Infliximab ist ein chimé&rer
monoklonaler Antikérper gegen TNFo und fir die Therapie der RA
zugelassen. Infliximab wurde nach Inkubation mit dem Zytokin zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (sofort, nach 4 Stunden, nach 14 Stunden,
nach 20 Stunden) zu dem Ansatz hinzugegeben.

Das Probenmaterial wurde steril mit den jeweiligen Zytokinmengen (siehe
Tabelle) stimuliert und im Brutschrank bei 37° unter CO, Zufuhr inkubiert.
Die Stimulationszeiten betrugen 4 und/oder 24 Stunden.. Mengen und
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Konzentrationen sind aus folgender Tabelle zu entnehmen und beziehen
sich auf jeweils 100yl Material. Als Kontrolle nutzen wir native,

unstimmulierte Proben des jeweiligen Materials.

Zytokin/Antikérper Menge pro 100ul Hersteller/Katolog No.
Ansatz
TNFa 2ul (1:10 verdinnt) Cell Sciences/CRT100A
INFy 2yl (1:10 verdiinnt) Cell Sciences Inc./CRIO00A
IL-2 2pl (1:10 verdinnt) Invitrogen/ PHC0026
IL-15 2l R&D Systems/247-IL
IL-17 2ul Sigma-
Aldrich/MFCDO0194096
Infliximab(Remicade) 5ul (1:10 verdiinnt) CentocorINC., Vertrieb
ESSEX PHARMA GMBH

Tab.4 In der Tabelle sind die fiir die Stimulationsversuche verwendeten Zytokine und der
TNFa Antikdrper Infliximab aufgelistet. Es sind jeweils die verwendeten Mengen und der
Hersteller (inklusive Katalog Nr.) angegeben.

Die Vollblutstimulation wurde in 6-Well Platten durchgefihrt. Fir die
frische Synovialflissigkeit stellte sich die Stimulation in FACS Rdéhrchen
als Uberlegen heraus.

Nach abgelaufener Stimulationszeit wurden die Proben resuspendiert und
die wandadharenten Zellen vorsichtig geldst. Nachdem die Proben
abzentrifugiert waren, konnten die Uberstidnde jeweils abgenommen und
bei —20°C eingefroren werden. Das Zellpellet wurde gewaschen, die

Zellen gezahlt und auf 1*10° Zellen fur die GrB Farbung eingestellt.

3.7 Kultivierung der PMN

Die Zellen wurden zur Stimulation bei 37°C und 6% CO,-Begasung im
Brutschrank inkubiert. Die isolierten PMN wurden auf 1*10° Zellen in AIM
V® Medium mit 2,5% autologem Serum kultiviert. Das Serum ist bei 56°C

30 min hitzestabilisiert worden.

3.8 Isolation CD15+ PMN mittels MACS und Polymorphprep® Gradient

Um die isolierten Veranderungen in der GrB Expression der Granulozyten
durch die Zytokinstimulation zu untersuchen, wurden die Zellen Uber eine
Gradienten mit Polymorphprep® isoliert und in einigen Fallen noch
zuséatzlich tUber die MACS Saule mit anti-CD15 Microbeads® aufgereinigt.

Fur die Messung wurde den Patienten Vollblut in Natrium-Heparin Lésung
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(BecktonDickinson, Heidelberg) abgenommen. Die Isolierung erfolgte
unter sterilen Bedingungen.

Fur die Isolierung der CD15 positiven PMN’s Uberschichteten wir die
Proben mit Polymorphprep® fir Granulozyten nach Angaben des
Herstellers (die Hersteller sind in der Tabelle im Anhang angegeben).
Nach 30-minltigem Zentrifugieren bei 1600 rpm ohne Bremse konnte der
Granulozytenring mit Pipette abgenommen und in Falcon-Réhrchen
Uberfuhrt werden. Die Zellen wurden mit 15ml MACS-Puffer (500ml PBS
+2,59 BSA + 0,3722g EDTA) aufgefillt und 10 min bei 1500 rpm
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen war, folgten zwei weitere
Waschschritte mit 4ml Puffer bei 1500 rmp. Das Pellet wurde dann in 40ml
MACS-Puffer resuspendiert und in 5ml Facs-Puffer Gberfuhrt und
Zellen+Lésungen bei 8°C  kihl gehalten. Nach 10-minitigem
Zentrifugieren bei 300g und 8° C wurde der Uberstand abpipettiert und
das Pellet mit 80ul MACS-Puffer resuspendiert.

Magnetic Cell Sorting (MACS)

Um eine optimale Bindung an die MACS-Séaule zu gewahrleisten, sollte
die Zellzahl zwischen 1*10*und1*10” betragen. Das Pellet wurde in 80yl
MACS-Puffer resuspendiert, mit 20ul Anti-CD15 MicroBeads® versetzt
und 15 min im Kdhlschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit
3ml MACS-Puffer gewaschen (Zentrifuge 300g, 10 min), der Uberstand
abpipettiert und das Pellet in 500ul Puffer aufgenommen.

Die CD15-Granulozyten werden mit magnetischer Anti-CD15
Microbeads® Zell Separation (autoMACS) isoliert (nach Angaben des

Herstellers Miltenyi Biotech).

3.9. RT-PCR ftir GranzymB im PMN der Synovia

Die komplette zellulare PMN RNA wurde mittels High Pure RNA Isolation
Kit von Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) isoliert. Fur
die Reverse Transkription (RT) nutzten wir das SuperScript
Preamplification System (Life Technologies, Gibco BRL, Gettysburg, PA).
Fur die GrB PCR wurde folgender Ansatz hergestellt: 5ul RNA , 10pmol
dNTF wurden zugegeben, 25 pmol des respektiven Primers und 1U Taq
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DNA-Polymerase in 2 mM MgCI2. Nach der Ausgangsdenaturierung bei
94° fir 5 min folgten 10 Zyklen (94°C 30 sec, 66°C 30 sec, 73° 30 sec)
und 25 Zyklen (94° 1 min, 63° 1 min, 73° 1 min) der Replikation. Die
Reaktion wurde durch 5-minitiges Erhitzen auf 73° beendet. Folgende
Primer wurden eingesetzt: GrB Strang: 5’ TGC AGG AAG ATC GAA AGT
GCG 3’, Komplementarstrang: 5°GAG GCA TGC CAT TGT TTC GTC 3'.
Amplifiziert mit einem 824-bp Fragment. Die Primer wurden von ARK
Scientific Biosystems (Darmstadt, Deutschland) synthetisiert. Die PCR
Produkte wurden in einer 1,5% Agarose Gelelektrophorese mit Sybrgreen
(Molecular Probes, Leiden, Netherlands) getrennt. Als GrélRenmarker
wurden Molekll Weight Markers Il und IV (Boeringer Mannheim) und als
»housekeeping gene” Glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase
(GAPDH) eingesetzt. Die Banden wurden mittels FLA 2000 Scanner (Fuiji,
Tokyo, Japan) quantifiziert und mit Image-Gauge-Software, Version 3.0,

ausgewertet.

3.10 Konfokale Laser Mikroskopie

Isolierte PMN (3x10°) wurden in 500ul FACS Puffer resuspendiert, tiber
Cytospin (700 rpm/5 min) auf PolyPrep® slides (Sigma) zentrifugiert und
30 Sekunden mit eiskaltem Ethanol fixiert. Um unspezifische Bindungen
zu vermeiden, inkubierten wir die Zellen 30 min mit 100ul PBS (0,5%
Serum, 0,1%Sodium Azid) bei Raumtemperatur. Wir benutzten Anti-GrB,
Anti-CD66b und mouse IgG als Isotypenkontrolle jeweils 1:50 verdinnt.
Als sekundéren Antikdrper verwendeten wir den FITC-konjugierten
antimouse 1gG Antikérper. Die Slides wurden eine Stunde bei
Raumtemperatur mit den Antikérpern inkubiert und nach dem Waschen
mit Dako mounting medium (Dako, Carpinteria, CA) fixiert. Die Sildes
wurden dann mit konfokaler Laser Mikroskopie (Leica microscpe DM RBE,
Leica laser system TCS NT,; Leica, Bensheim, Germany) und unter

Windows NT ausgewertet.
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3.11 ELISA
3.11.1 GranzymB ELISA

Neben der Messung des zellularen GrB Gehalts wurde die Prasenz des
Proteins in den flissigen Phasen unseres Probenmaterials quantitativ
bestimmt. Das GranzymeB Kit® von Diaclone® funktioniert als Sandwich
Elisa. Der monoklonale Antikérper, spezifisch gegen Granzym, B ist an
eine feste Phase, die Microtiterstreifen in den Wells, gebunden. Da es sich
um einen Einschritt-Elisa handelt, wurden das Probenmaterial und die
Standardeichproben simultan mit dem biotinyierten Detektionsantikdrper in
die Wells pipettiert. Die Inkubationszeiten und Waschvorgénge erfolgten
nach Angaben des Herstellers. Die Farbintensitat wurde bei 450 nm
bestimmt und ist direkt proportional mit der GrB Konzentration in den
Proben. Sie wurde qualitativ anhand der Eichkurve bestimmt. Der Elisa

wurde als Doppelansatz fir jede Probe durchgefihrt.

3.11.2 Qunanta Lite TM CCP3 IgG ELISA

Der verwendete Elisa ist ein semiquantitativer, enzymgebundener
Immunosorbensassay zum Nachweis von IgG Anti-CCP3 (Citrulisches
Citrullin Peptid-Antigen der 3. Generation). Die Anwendung erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Die optische Dichte (OD) wird bei 450nm
detektiert. Werte <20 Units gelten als negativ, Werte > 60 Units als stark

positiv.

3.11.3 COMP® Elisa Enzyme Immunoassay AnaMar Medical ®

COMP® ELISA ist ein Festphase-Enzyme-Immunoassay zur Bestimmung
der Cartilage Oligometric Matrix Proteines (COMP) in Humanserum.
COMP wird beim krankhaften Abbau von Gelenkknorpel in die
Gelenkflissigkeit abgegeben (REF 24,25). Erhéhte Werte sind unter
Bertcksichtigung klinischer Befunde und Laborbefunden eine Hilfe bei der
Identifizierung voranschreitender erosiver Arthritiden.

Der Elisa basiert auf der Direkt-Sandwich-Technik, bei der zwei
monoklonale Antikdérper gegen verschiedene Antigen-Determinanten des
COMP Molekuls gerichtet sind. Das Elisa-Kit von AnaMar Medical ist flr
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COMP Bestimmungen im Serum konzipiert. Wir wollten die COMP Menge
in der SF unserer Probanden messen. Es wurden hierzu jeweils 25ul, 1:10
mit Probenpuffer verdinnte, sterile SF als Doppelanséatze eingesetzt. Der
Messbereich des ELISAs liegt bei 4-32 U/L. Die Anwendung erfolgte
ansonsten nach Angaben des Herstellers. Wir detektierten COMP Levels

> 1000 U/l wobei die Kontrollen mit 5 und 11 U/L im Regelbereich lagen.

3.12 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte (MW) +/- Standardabweichung (SD)
dargestellt. Zur statistischen Auswertung der nativen Messungen wurde der
Mann-Whitney-Test fir nonparametrische, unverbundene, nicht-
normalverteilte Stichproben verwendet. Statistische Signifikanz wurde bei
einem Wert p<0,05 festgelegt.

Die Koinzidenz der unterschiedlichen klinischen Parameter mit der GrB
Expression oder dem GrB Gehalt wurde mit dem Chi square Test in
Vierfeldertafeln ermittelt. Der Grenzwert fir Parameter wurde entsprechend

den Mittelwerten £ 1 SD der jeweiligen Vergleichsgruppe gesetzt.

Mann-Whitney-Test

Der Mann-Whitney-Test ("Mann-Whitney-U-Test" oder kurz "U-Test") ist
ein parameterfreier statistischer Test. Der Test ist ein Homogenitatstest
und dient zur Uberprifung der signifikanten Ubereinstimmung zweier
unabhangiger Stichprobenverteilungen. Es wird Uberprift, ob die
Verteilungen von F4(x) und F3(X) bis auf eine Konstante gleich sind. Bei
zwei Stichproben gilt: Stichprobe A mit ny Werten und Stichprobe B mit n;
Werten. Man vergleicht jeden Wert der Stichprobe A mit jedem Wert der
Stichprobe B. Es gibt also 7t1 - TtaVergleiche. Die Nullhypothese H(0)

besagt, dass es keinen Unterschied zwischen den Verteilungen gibt.

Material
Eine Auflistung der verwendeten Antikérper und Zytokine zeigt Tabelle 1
im Anhang. Eine Ubersicht Uber die verwendeten Reagenzien zeigt

Tabelle 2 im Anhang.
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4 Ergebnisteil

4.1. Nachweis von GranzymB in synovialen PMN ex vivo

4.1.1 GrB RNA in synovialen PMN

Der Nachweis von GrB in PMN der frisch punktierten Synovialflissigkeit
von Patienten mit RA wurde nach drei verschiedenen Methoden
durchgefiihrt. Zunéachst sollte GrB auf genomischer Ebene in PMN
nachgewiesen werden. Mittels RT-PCR wurde die Transkription der
spezifischen GrB RNA in den synovialen PMN gezeigt (n=4). PMN der
Synovialflissigkeit von Patienten mit entzindlichen Arthritiden (RA,
Oligoarthritis) transkribieren GrB spezifische mRNA (Abb.3) und sind
folglich zur Biosynthese der Protease fahig. Es waren quantitative
Unterschiede in der Menge transkribierter GrB RNA zwischen zwei
Patienten mit aktiver RA zu sehen (Abb.3).

Von den beiden RA Patienten war ein Patient zum Zeitpunkt der
Gelenkspunktion medikamentds unbehandelt und noch nicht erosiv miz
einem DAS28 von 6,3.

Der zweite RA Patient mit quantitativ weniger GrB RNA war vor der
Punktion trotz DMARD Therapie klinisch aktiv (DAS28 6,6) und im

konventionellen Réntgen der Hand- und FulRgelenke waren erosive

Veranderungen nachgewiesen

Patient 1: HLA B27+ Oligoarthtitis, 2: undifferentierte Oligoarthritis

aktive RA, 4: aktive RA

Abb.3 Die Gelelektrophorese der
PCR Produkte zeigt die
Transkription der spezifischen GrB
RNA von isolieten PMN im
Vergleich zu GAPDH als
.housekeeping gene®. Drei von vier
Patienten mit entzundlichen
Arthritiden  (2,3,4) transkribieren
GrB mRNA, wobei es quantitative
Unterschiede gibt. Patient 3
transkribiert zum Zeitpunkt der PMN
Isolierung deutlich geringere
Mengen als Patient 4 (beides aktive
RA). Bei Patient 3 fielen die
Erstmanifestation und gleichzeitige
Erstdiagnose der RA zeitlich mit der
Gelenkspunktion zusammen.
Dementsprechend war der Patient
zum  Zeitpunkt der  Punktion
unbehandelt. Bei Patient 4 war der
Krankheitsverlauf  bereits  erosiv
fortgeschritten und der Patient war
bereits medikamentés auf eine
Kombinationstherapie aus DMARD
und Cortison eingestellt.
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4.1.2 Nachweis synthetisierten GrB in synovialen PMN mittels Konfokaler
Lasermikroskopie

Mittels Konfokaler Lasermikroskopie wurde GrB in CD15 isolierten
(MACS®) synovialen PMN von Patienten mit aktiver RA (n=3/3)
nachgewiesen (Abb.4a-c). Die PMN wurden auf’erdem mit dem
granulozytenspezifischen =~ CD66b  Antikbrper  gefarbt  (Abb.4a).
Vergleichend zu dem oberflachlich bindenden CDG66b Antikérper,
akkumuliert GrB im Zytoplasma der PMN (Abb.4b Pfeil). Zudem zeigte
sich neben der erwarteten intrazellularen GrB eine

zellmembranassoziierte Fluoreszenzverstérkung (Abb.4b Pfeil).

Abb.4a zeigt isolierte synoviale,
anti-CD66b markierte PMN eines
RA Patienten in der Konfokalen
Lasermikroskopie.

Die Fluoreszenzférbung erfolgte mit
Cy3-konjugiertem anti mouse-lgG
Sekundérantikérper.Das
Fluoreszenzmuster verdeutlicht die
oberfléchliche Bindung des Anti-
CD66b Antikorpers auf der Zell-
oberflache der synovialen PMN.

Abb.4b  zeigt die isolierten
synovialen PMN des RA-Patienten
aus Abb.4a. Die Zellen wurden Anti-
GrB und sekundar mit Cy3-
konjugiertem antimouse IgG
gefarbt. Es zeigt sich, neben der
zytoplasmatischen  Akkumulation,
bei einigen PMN eine Zellmembran
assoziierte Fluoreszenzverstarkung
(siehe Pfeile).

[gG1b Abb.4c zeigt die Fluoresz-
enzfarbung der PMN mit der
IgG Isotypenkontrolle und
Cy3-konjugiertem antimouse
IgG als Sekundarantikérper.

30




S5C-Height

200 <400
1 1

0

00 1000
1 1

GO0
1

4.1.3. FACScan® - GrB Expression in synovialen PMN

Zur Verifizierung und genaueren Quantifizierung zytoplasmatischen GrB’s
in synovialen PMN wurden die Zellen Fluoreszenz geférbt und im FACS®
gemessen.

Die quantitativ gréBte Zellpopulation in der Synovialis machen mit
durchschnittlich 59 % Granulozyten aus. PMN von Patienten mit aktiver RA
(n=19) und Patienten mit anderen Arthritiden (non-RA-Patienten) als
Kontrollgruppe (n=10) wurden mit Anti-GrB Antikérper geférbt. Der
Nachweis des Proteins konnte mit drei verschiedenen GrB Antikdrpern
gefuhrt werden.

Synoviale PMN von Patienten mit aktiver RA exprimieren intrazellular GrB
(Abb.5). Im Mittel waren in der intrazelluldren Farbung 62,4% der PMN bei
der RA Gruppe GrB+ (SD +/- 36,1%). In der Kontrollgruppe der non—RA
Patienten lag die Anzahl GrB+ PMN im Mittel bei 90,4 % (SD+/- 2,79 % ).

T
109

103
1
10°

2a PE
109
1

fbouze Ig

10!
1!

107?

, . ; . ' S I 2 3 4
200 400 i) 200 1000 10 10 10 1n 10 10 1
FSC-Height Granzymn B FTC lgia1 FITS

=1

Abb.5 zeigt in dem Gate die synoviale PMN Population eines RA-Patienten. In dem Dot Plot
in der Mitte ist die Doppelfdrbung der PMN mit dem Anti-CD15 PE-markierten
Oberflachenmarker und einem Anti-GrB FITC-markierten Antikdrper nach intrazellularer
Farbung dargestellt. CD15+/GrB+ PMN machen die gréfte Population in der Synovialis von
RA Patienten aus. Die rechte Abbildung zeigt die entsprechende Isotypen Negativkontrolle.

4.2 Extrazellulére GrB Expression auf synovialen PMN

GrB wird von synovialen PMN, neben der intrazelluldren Prasenz, ebenfalls
in geringen Mengen auf der Zelloberflache exprimiert.(Abb. 6a). In der RA
Gruppe (n=8) waren im Mittel 3,2% der PMN (SD +/- 3,02), bei bei der
Kontrollgruppe 2,9% (SD+/- 1,1%) GrB positiv.
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Die synovialen PMN wurden zuséatzlich mit dem Oberflachenmarker Anti-
CDo6b gefarbt. Es zeigte sich, dass nicht die gesamte CD66+ PMN

Population GrB auf ihrer Zelloberflache exprimieren.

4.3 GrB in Ubersténden der Synovialfliissigkeit und im Serum

Nachdem die zelluldre Expression GrB’s bei synovialen PMN in
verschiedenen Methoden beschrieben werden konnte, sollte 16sliches GrB
in der Synovialflussigkeit der Patienten nachgewiesen werden.

Loésliches GrB wurde im Elisa in den Uberstdnden der Gelenkpunktate
quantifiziert. Bei den RA Patienten (n=16) fanden sich mit durchschnittlich
355,19 pg/ml (SD +/- 275,5) signifikant groRere Mengen l6sliches GrB in
den Ubersténden als bei der Kontrollgruppe (n=9) (143,09 pg/ml; SD +/-
190,2) (Abb. 6b). Als negativ gelten Werte < MW (Kontrollgruppe) + 2x
StW. Vergleichend wurde zuséatzlich der Gehalt an Iéslichem GrB in den
Serumiberstanden der RA-Patienten gemessen. Im Serum der Patienten

konnte kein I8sliches GrB gemessen werden (ELISA Grenzwert: 39pg/ml).

4.4. Vergleich RA Patienten / Kontrollgruppe

Vergleicht man beide Kohorten in ihrem zellularen- und synovial gelésten
GrB Muster miteinander, finden sich signifikante Unterschiede in der
intrazelluldaren GrB Expression und in den Iéslichen GrB Mengen in den
Uberstanden der Punktate.

In der RA Gruppe war die Anzahl GrB+ PMN in der intrazelluldren
Farbung im Mittel signifikant geringer als bei den Patienten der
Kontrollgruppe (62,4 +/- 36,1% vs. 90,4 +/- 2,8 % positive PMN; p=0,029)
(Abb. 6a).

Unterschiede in der Proteinexpression auf der Zelloberflaiche der
synovialen PMN konnten zwischen beiden Gruppen nicht festgestellt
werden (3,2 +/- 3,02% vs. 2,9 +/- 1,1%; p>0,05 ) (Abb.6a).

Losliches GrB liegt bei der RA-Patientengruppe in signifikant grofReren
Mengen in der SF vor als bei den Patienten der Kontroligruppe (394 +/-
275,2 pg/ml vs. 141 +/- 190,5 pg/ml; p=0,045).
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Abb.6a  zeigt vergleichend die
prozentuale Anzahl synovialer GrB+
PMN der RA-Patienten wund der
Kontrollgruppe im Whiskers Plot. Die
Mittelwerte sind als Punkte dargestellt.
Die horizontale Linie bildet den Median
ab. Die Boxen reprasentieren 50% der
Werte. Bei der intrazellularen (intra)
Farbung mit dem FITC markierten Anti-
GrB  AK fanden sich signifikant
(p=0,029) weniger GrB+ PMN in der
RA-Patientengruppe als in der Kontroll-
gruppe (62,4 +/- 36,1% vs. 90,4 +/- 2,8
% positive PMN; p = 0,029). Der Anteil
GrB+ Zellen nach Anti-GrB
Oberflachenfarbung (extra), zeigte in
beiden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede.

Abb.6b zeigt die Konzentration
I6slichen GrB’s. In diesem Whiskers
Plot ist auf der y-Achse die Menge
GrB in pg/ml aufgetragen. Es wurden
signifikant (p=0,045) héhere Mengen
GrB in den Uberstanden der
Gelenkpunktate der RA-Patienten als
bei der Kontrollgrupppe mit non-
erosiven Arthritiden gefunden.

In der RA Patientengruppe (n=16)
fanden sich im Mittel mit 394 +/-
275,2 pg/ml, gegen 141 +/- 190,5
pg/ml  lésliches GrB in der
Kontrollgruppe (n=9).
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4.5 GrB-Expression von Vollblut PMN

Im Vergleich zu der synovialen PMN Population sollte das GrB Muster von
peripheren PMN aus dem Vollblut (VB) beschrieben werden. VB PMN der
RA-Patienten, der Kontrollgruppe und gesunder Probanden wurden intra-
und extrazellular Fluoreszenz gefarbt und im FACS gemessen. Gel6stes
GrB bestimmten wir im Serum ebenfalls mittels Elisa.

Im VB der RA Patientengruppe (n=12) waren 62,3 % (SD +/- 34,8 %) PMN
in der intrazellularen Farbung GrB+ (Abb.7). Der Befund ist dquivalent zu
den Ergebnissen der synovialen PMN Populationen (62,3% GrB+).

Bei der Kontrollgruppe (n=3) war die Anzahl GrB+ PMN mit 91,5% (SD +/-
4,6%) signifikant (p=0,01) héher als bei den RA-Patienten (Abb.7).

Bei den gesunden Probanden (n=3) waren im Mittel 96.21% VB PMN
GrB+ (SD +/- 4,0%).
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Im Gegensatz zu der synovialen Population (im Mittel 3,0% GrB+
synoviale PMN; siehe oben), exprimierten Vollblut PMN (n=10) signifikante
(p<0,01) Mengen GrB auf ihrer Zelloberflache. In der RA-Patientengruppe
(n=8) waren im Mittel 67,7% (SD+/- 35,4%) der PMN GrB+. Bei der
Kontrollgruppe (n=2) lag die Anzahl GrB+ PMN bei 72,7% (SD+/- 18,5%).
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VB PMN exprimieren GrB in analogen Mengen zu ihrem intrazellularen
Gehalt auf der Zelloberflache (Abb. 8a).
Anders als in den Uberstdnden der Kniepunktate wurde mittels Elisa kein

I6sliches GrB im Serum gefunden (n=10).
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Abb.8a zeigt Vollblut PMN eines RA-Patienten. Dargestellt sind der intrazellulare GrB
Gehalt und die GrB Expression auf der Zelloberflache. Das Histogramm zeigt in den
beiden Peaks die Anzahl GrB+ PMN in einer intra- (gelber Peak) und einer
extrazelluldren (griner Peak) Farbung. Der blaue Peak stellt die Negativkontrolle dar.
Beide Peaks zeigen eine ahnliche Anzahl GrB+ PMN. In diesem Beispiel waren in der
intrazellularen Farbung 64,9 % und extrazellular 60,4 % der gegateten PMN GrB+.
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Abb.8b zeigt vergleichend zu den VB PMN in Abb.8a die GrB Expression synovialer
PMN. Im Histogramm Plot zeigt der griine Peak GrB+ PMN nach extrazellularer Farbung
und der gelbe Peak die gleichen Zellen nach intrazellularer Anti-GrB Farbung. Der blaue
Peak zeigt die Negativkontrolle. Es waren hier 62,4 % der gegateten PMN GrB+. Auf den
Zelloberflachen wurde GrB nur bei 3,2 % der Zellen nachgewiesen (Peil) .
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4.6 Koinzidenz zwischen GrB und Klinischen Parametern der RA

Im folgenden Abschnitt wurde die GrB Expression der PMN mit
unterschiedlichen klinischen Parametern bei den RA Patienten korreliert.
Es sollte somit eine mdgliche funktionelle Verknipfung zwischen der GrB
Expression der Granulozyten und dem Krankheitsverlauf bzw. der

Progression der RA hergestellt werden.

GrB und Cyclisches Citrullin Peptid (CCP)

Der Nachweis von CCP ist fur die frihe Diagnosestellung der RA und als
Prognosemarker fir einen erosiven Krankheitsverlaufs etabliert. Im 1gG
Anti-CCP3 Elisa wurde der CCP3 Gehalt (Cyclisches Citrullin Peptid der 3.
Generation) in den Uberstidnden der Gelenkpunktate der RA-Patienten
und der Kontrollgruppe gemessen. Bei den RA Patienten (n=12) lag der
mittlere CCP3 Gehalt bei 801,91 U/l (SD +/- 691,75), verglichen mit 46,97
U/l (SD +/- 48,03) bei der Kontrollguppe (n=6). Bei 6 von 12 Patienten
gingen hohe CCP Werte (siehe Definition im Material/Methodenteil 3.2)
mit einem, im Vorfeld réntgenologisch nachgewiesen, erosiven

Krankheitsverlauf einher.

Mittelwerte CCP in synovialer Fliissigkeit

801,9182115

CCPin Ul

46,97

RA Patienten Kontrollgruppe

Abb. 9 zeigt vergleichend die mittleren CCP Mengen in der SF der RA-Patienten (n= 12) und der
Kontrollgruppe (n=6) . Die Werte wurden mittels IgG Anti - CCP3 Elisa erhoben. Auf der y-Achse
sind die CCP Mengen in U/l angegeben. Der CCP Gehalt war bei der RA-Patientengruppe
(801,91 U/l SD +/- 691,75) signifikant héher als bei der Kontrollgruppe (46,97 U/l SD +/- 48,03).
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Der CCP Status im Serum korreliert bei allen RA Patienten (n=12) mit dem
CCP Status in der SF. In der SF wurden Werte >143,03 U/l (MW:
Kontrollgruppe + 2 x SD ) als CCP positiv definiert. Im Serum gelten in der
Laboratoriumsdiagnostik der Uniklinik Disseldorf Werte von < 5 U/ml als
CCP negativ. Es waren 8/12 Patienten sowohl im Serum als auch in der SF
CCP positiv. 4 der 12 Patienten waren entsprechend in beiden
Kompartimenten CCP negativ. Der Serum CCP Status ging in 10/12
Fallen mit einem positiven bzw. negativen erosiven Krankheitsverlauf im
konventionellen Réntgenbild der Hadnde und Flfde einher. 1/12 Patienten
(Nr.11) war trotz positiver CCP Werte im Serum und der Synovia im
konventionellen Réntgenbild nicht erosiv.

Patientin Nr.3 ist beziglich ihres Gelenkstatus aufgrund degenerativer
Veranderungen und langjédhriger Arthrose nicht isoliert auf die RA

auswertbar.

Patient CCP (U/ml) (Serum) CCP (U/l) (Synovia) erosiv DAS28

1 <5 14,6 neg 3,9
2 <5 18,4 neg 4,5
CCP neg Serum & CCP 3 <5 32,3 pos 2,7
neg Synovia 4_ . SS 135,8 Pos __42__
5 >200. 709,5 pos 8,4
6 442 852,6 pos 49
7 24 1018,95 pos 5,9
8 >200 1130,7 pos 5,6
9 >200 14929 pos 7,0
10 >200 1602,7 pos 5,2
11 >200 1651,35 neg 5,2
12 >200 1734,9 pos 6,0

Tab.5 In der Tabelle sind der CCP Status im Serum und der Synovia, die Erosivitdt und
der DAS28 von 12 RA-Patienten dargestellt. 4/12 Patienten waren sowohl im Serum als
auch in der Synovia CCP-negativ. 7/12 hatten in beiden Kompartimenten einen positiven
Status. neg: negativ; pos: positiv

Koindizenz zwischen CCP-und GrB Status in der SF

Der CCP3 Gehalt (ELISA) in der Synovialflissigkeit korreliert mit dem des
I6slichen GrB’s (ELISA) bei Patienten mit RA, Psoriasis Arthritis oder
Oligoarthritis (n=16, p=0,01174; Chi* = 6,34921) (Abb.10a).

RA Patienten mit geringeren GrB Mengen haben einen signifikant

geringeren CCP Gehalt in der Synovialfussigkeit.
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GrB positiv GrB negativ Summe

CCP positiv 7 2 9
CCP negativ 1 6 7
Summe 8 8 n=16

Abb.10a Die Vier-Felder-Tafel zeigt die Korrelation zwischen den beiden
unabhangigen Parametern GrB (Elisa) und CCP (Elisa) in der SF. GrB: positive
> 44,61 pg/ml (MW Kontrollgruppe + (2x SD)) ; CCP: positive > 143, 03 U/l (MW
Kontrollgruppe + (2x SD); p = 0,00174; Chi? = 6,34921

Korrelation Iéslicher GrB Mengen und Granulozytenanzahl
Es konnte keine Korrelation I6éslicher GrB Mengen im Elisa mit den
prozentualen PMN Zahlen (FACScan®) in den Gelenkpunktaten

nachgewiesen werden.

Korrelation im GrB Gehalt und dem DAS28
Es konnte keine Korrelation zwischen GrB Gehalt im entziindlichen
Gelenk und dem DAS28 bei der RA- Patientengruppe nachgewiesen

werden.

Korrelation zwischen DAS28 und Neutrophilenzahlen im Gelenkpunktat
Die Anzahl der PMN im Gelenkpunktat geht signifikant (p=0,028 Chi? =
4,79) mit der H6he des DAS28 einher. Gemessen an dem mittleren
prozentualen PMN Gehalt von 55 % in dieser Kohorte (Tab.6), lagen 7/13
Patienten mit ihrem DAS28 Wert ebenfalls Uber dem Median (DAS28:
5,25) innerhalb der Kohorte. Der Median innerhalb der Studienkohorte war
als Grenzwert zu definieren, da es sich bei den punktierten Patienten um
eine bereits vorselektionierte Population handelt, deren Krankheitsaktivitat
mit der Indikation zur Gelenkpunktion hdher ist als in einer willkiirlich
gebildeten RA-Patientengruppe.

Gemal den Definitionskriterien der Krankheitsaktivitdt durch den DAS28
hatten 3/13 Patienten eine mittlere Krankheitsaktivitat (3,2- 5,1). Diese
Patienten lagen mit ihrer PMN Anzahl im Gelenk Uber dem
Kohortendurchschnitt (Tab.6). Patient Nr.1 hatte mit einem DAS28 von 2,7
als einziger Proband eine maRige Krankheitsaktivitdt und

dementsprechend auch die geringste Anzahl PMN in der Synovia.
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Patienten PMN in Synovia (%) DAS28 CRP [mg/dl]

1 5.9 2,70 0.5
2 64,5 3,9 0,4
3 68,1 4,50 24
4 81,1 4,90 0,11
5 14,5 5,16 1,04
6 15,7 5,20 0,46
7 80,13 5,60 4,8
8 80,13 5,60 2
9 84,2 5,90 5,9
10 76,5 6,00 0.4
11 70,8 6,6 7,2
12 69,8 7,0 8,6
13 88,02 8,4 31,1
MW 54,8 Median 5,2 MW 5,8
SD 30,9 SD 1,3 SD 8,9

Tab.6 In der Tabelle sind der prozentuale Anteil PMN in der synovialen
Flilssiakeit der DAS?28 1ind das CRP von 13 RA-Patienten der Kohorte

DAS28 <5,2 DAS28 >5,2 Summe

PMN <55% 3 0 3
PMN >55% 3 7 10
Summe 6 7 n=13

Abb.10b Die Vier-FelderTafel zeigt den signifikanten (p=0,028, Chi# = 4,79)
Zusammenhang zwischen der Krankheitsaktivitdt gemessen als DAS28 und der
prozentualen Anzahl neutrophiler Granulozyten in der Synovialis der RA-Patienten. Bei
Patienten mit einer hohen Krankheitsaktivitat findet sich eine Uberdurchschnittlich (MW in
der Kohorte: 55%) hohe Anzahl PMN im Gelenk. Eine geringe bis mittlere
Krankheitsaktivitat (DAS28<5,2) geht mit einer niedrigeren PMN Anzahl einher.

4.7 Kinetik von GrB in nativen PMN

Um die Kinetik von GrB in PMN zu untersuchen, wurden die VB PMN
gesunder Probanden (n=8) ex vivo zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit
dem Anti-GrB Antikoérper gefarbt und mittels FACSan® gemessen.

Nach einer Stunde (n=8) zeigte sich bei allen Probanden eine Abnahme
der intrazelluldren GrB Expression zwischen 6 - 42%.

Auf der Zelloberflache war nach einer Stunde ein spontaner ,Shift* von
GrB zur Zelloberflache zwischen 1-15,6% zu sehen (Abb. 11a).

Die Farbungen nach 4 und 24h (n=5) bestdtigten den zuvor

beschriebenen Trend. Die Daten werden nicht dargestellt.



Der ,Shift“ von GrB aus dem Cytoplasma konnte durch die Inkubation der
Zellen mit zwei verschiedenen als Proteininhibitoren wirkenden Pilz-
metaboliten Brefeldin A (BFA) und Cytochalasin B bestéatigt werden (n=6)
(Abb.11b). Cytochalasin B verhindert durch die Inhibition des
zytoplasmatischen Transport tiber Mikrofilamente (siehe Methodenteil) die
Exozytose von GrB. Brefeldin A verursacht den Zerfall des Golgi-
Apparates und fihrt somit zu einer Akkumulation von GrB im Zytoplasma

der PMN (Abb.11b) (Ubersichtsarbeit: Hunzikeret al.,1992).

Spontane Kinetik von GrB an PMN gesunder Probanden im

Vollblut
100 4
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Abb.11a die Abbildung zeigt die Kinetik von GrB in unstimulierten VB
PMN gesunder Probanden (n=3). Auf der y-Achse sind die, mittels
FACScan® GrB+ gegateten Zellen prozentual aufgetragen. Auf der x-
Achse sind die jeweiligen Messzeitpunkte dargestellt. TO entspricht der
sofortigen Farbung nach der Blutabnahme. Nach einer Stunde verlieren
die Zellen spontan GrB. Dabei zeigte sich ein Verlust um 6-42%.
Gleichzeitig ist ein Shift des Proteins auf die Zelloberflache zu
erkennen.
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Abb.11b zeigt den Effekt der zwei Proteininhibitoren CytochalasinB und
BrefeldinA (BFA) an Vollblut PMN in vitro. Durch den jeweiligen Inhibitor zeigt
sich eine zytoplasmatische Akkumulation von GrB. Ohne Inhibitoren sieht
man nach 4 Stunden wie oben beschrieben den spontanen Shifts von GrB
aus der Zelle.

4.8 Zytokinstimulation an PMN

Nachdem die spontane Freisetzung von GrB aus den PMN sollte der
Einfluss verschiedener Zytokine, die eine Rolle in der Pathogenese der
RA spielen (siehe Einleitung), auf die Freisetzung und Expression von GrB
untersucht werden. Hierzu wurde Vollblut gesunder Probanden 4 und 24h
mit TNFa, IFNy, IL-2, IL-15 und IL-17 stimuliert. Die Zellen wurden sowohl
intra- als auch extrazelluldr mit FITC markierten GrB-Antikdrper gefarbt
und die GrB+ PMN im FACS gemessen.

Nach 4stindiger Stimulation nahm der prozentuale Anteil intrazelluléren
GrB’s in den PMN bei allen 5 Zytokinen ab. Die Stimulation mit IL-15 und
TNFo zeigte die konstantesten Werte. Nach 4 stindiger Stimulation mit
TNFo (n=10) war bei 8/10 Patienten eine Abnahme in der Anzahl der
intrazellularen GrB+ PMN zu sehen.

Die Reduktion der GrB+ PMN lag nach 4 Stunden bei Uber der Hélfte der
Probanden zwischen 1 und 10% (Tab.7a). Nach 24 Stunden Stimulation
war bei Uber der Hélfte der Probanden eine Reduktion von >20% zu
sehen.

Stimulation mit IL-15 fuhrte bei 9/10 Probanden zu einer Reduktion der
intrazelluldren GrB Expression in den PMN im Mittel um 19% (Abb.12).
Die Stimulation mit IL-15 zeigte nach 4 Stunden bei 6/10 der Probanden
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eine >20%ige Reduktion des intrazelluldaren GrB Gehalts der PMN
(Tab.7b). Im Vergleich zu der Stimulation mit TNFo erzeugt IL-15
offensichtlich eine schnellere Ausschittung des Proteins aus dem
Granulozyten.

Im Gegensatz zur intrazelluldren Farbung =zeigte sich auf der
Zelloberflache der PMN durch die Stimulation mit INF-y, IL-2, IL-15 und IL-
17 im Mittel nur eine minimale Verédnderungen in der GrB Expression.
Einzig die Stimulation mit TNFa reduzierte die Anzahl GrB+ PMN bei allen
Probanden. Die Expression von GrB auf der Zelloberfliche war nach

4stindiger Stimulation mit TNFa (n=6) zwischen 15-50% reduziert.

GrB Expression keine 1-10% 10-20% 20-50%
in PMN (+TNFo) Verdnderung Reduktion Reduktion Reduktion
4h (n=10) 2 5 1 2
24h (n=5) 0 1 1 3

Tab.7a Prozentuale Abnahme des zytoplasmatischen GrB’s in PMN nach der Stimulation
mit TNFa

GrB Expression keine 1-10% 10-20% 20-50%
in PMN Veranderung Reduktion Reduktion Reduktion
(+IL-15)

4h (n=10) 1 1 2 6
24h (n=5) 1 0 3 1

Tab.7b Prozentuale Abnahme des zytoplasmatischen GrB’s in PMN nach der Stimulation
mit IL-15.
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100 4 Abb.12 Das Diagramm zeigt die
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Ergénzend wurden die synovialen PMN aus den Gelenkpunktaten sowie
die VB PMN der RA-Patienten mit PolymorphPrep® isoliert und mit TNFa
(n=3) und IL-15 (n=3) Uber 24h stimuliert. Nach 24h Inkubation der
synovialen PMN zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen in der
GrB Expression der PMN.

Auf zelluldrer Ebene war, wie oben beschrieben, kein Effekt mehr in der
GrB Expression der vorstimulierten Granulozyten zu sehen. Folglich sollte
die Protease in den Uberstanden der isolierten PMN messbar sein.

In den Uberstdnden der isolierten, stimulierten synovialen Granulozyten
wurde der Gehalt des I6slichen GrB im Elisa bestimmt (n=3). Im Vergleich
zu den Negativkontrollwerten der jeweils unstimulierten PMN fanden sich
nach der Stimulation mit IL-15 12fach (Proband 1 Abb.13), 3fach (Proband
2 Abb.13) und 6fach (Proband 3 Abb.13) erhéhte Werte des I6slichen GrB
im Uberstand (genaue Werte siehe Abb.12). Die Zunahme der GrB
Mengen war nach Stimulation mit TNFa deutlich geringer als nach IL-15
Stimulation (Abb.12). IL-15 scheint folglich die zelluldre Exozytose der
Protease GrB aus synovialen Granulozyten zu induzieren. Im Uberstand
findet sich nach zusatzlicher IL-15 Stimulation hingegen signifikant mehr
GrB als pra Stimulation (siehe Abb.13)
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Der TNFa Effekt lasst sich eindricklich mit Remicade (Infliximab) als

chiméaren TNFa Rezeptor Antagonisten inhibieren (Abb.14).

I6sliches GrB in den Uberstinden isolierter, synovialer PMN

700,0 -
600,0 4

500,0 - Ounstimuliert
400,0 - ETNFa

300,0 aiL-15
200,0

100,0 |
0,0 —

Proband 1 Proband 2 Proband 3

l16sliches GrB in pg/ml

Abb.13 Das Balkendiagramm zeigt die Konzentrationen Islichen GrB’s
im Uberstand stimulierter PMN. Die isolierten PMN wurden jeweils 4h mit
IL-15 bzw. TNFa stimuliert. Im Vergleich zu den GrB Konzentrationen im
Uberstand der unstimulierten Zellen zeigte sich bei allen Probanden eine
Zunahme der GrB Konzentration nach der Stimulation mit TNFa und IL-
15 (Proband 1: unstimuliert (unst.) 40,3 pg/ml TNFa 56,4pg/ml), IL-15
600,4pg/ml; Proband 2: unst.: 19,2 pg/ml; TNFa 21,3 pg/ml; IL-15 58,1
pg/ml; Proband 3: unst.: 24,5: pg/ml, TNFa: 30,4 pg/ml, IL-15: 140,7
pg/ml). Der prominenteste Effekt zeigte sich nach der IL-15 Stimulation.
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Abb.14 zeigt exemplarisch die Veranderungen der intrazelluldren GrB Expression
nach der Stimulation mit TNFa und IL-15 zu zwei verschiedenen Zeitpunkten. Auf
der x-Achse sind die Messzeitpunkte mit 4 und 24 h aufgetragen. Zu den
stimulierten Ansatzen wurde zusétzlich Remicade gegeben und nach 24 Stunden
der Effekt auf die GrB Expression gemessen (24h+Rem). Auf der y-Achse sind
die prozentual im FACScan® gegateten PMN aufgetragen. Nach 4 Stunden zeigt
sich eine spontane Abnahme der GrB+ PMN im unstimulierten Zustand. Die
Abnahme der GrB Expression wird durch TNFa und deutlich starker durch IL-15
verstérkt. Nach 24h ist durch IL-15 keine weitere Abnahme in der Anzahl GrB+
PMN zu erkennen. TNFa scheint nach 24h deutlicher zu wirken. Die Wirkung von
TNFo auf die GrB Expression in PMN ldsst sich durch den monoklonalen
Antikérper gegen TNFo, Remicade, inhibieren.
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5 Diskussion

Trotz des besseren Verstandnisses um die Pathogenese der RA bleibt
eine der Hauptfragen, welche Mechanismen, Zellen und Enzyme in
Kooperation zu der Knorpel- und Knochendestruktion fiihren. Neben den
klassischen zytotoxischen Eigenschaften von GrB kénnte die
Serinprotease eine Rolle bei der Pathogenese der RA spielen. GrB kann
Uber die Stimulation von proinflammatorischen Zytokinen (s.u.) oder die
Veranderungen von Zell-Zell-Interaktion die immunologische Homdostase
verandern und Uber die Fahigkeit zur Spaltung von EZM zur

Osteodestruktion beitragen.

Die Frage Uber die Synergetik zwischen GrB und immunkompetenten Zellen
im Rahmen der autoimmunen Genese bei der RA bleiben jedoch im Detail
bisher unverstanden. Eine der Hauptquellen von GrB bei der RA kdnnten
PMN sein: PMN gelten zwar traditionell als Zellen der akuten
Entzindungsreaktion, die Gruppe von Mohr et al. stellte aber bereits Ende
der 70er Jahre die Hypothese auf, dass Granulozyten auch im erosiven
Krankheitsverlauf bei der RA eine entscheidende Rolle spielen kénnten (Mohr
et Wessinghagen, 1978). In einer Arbeit von Wagner et al. wurde 2004 erstmals
gezeigt, dass PMN GrB synthetisieren und konstitutiv exprimieren (Wagner et
al. 2004). In derselben Arbeit wurde die funktionelle Aktivitat von GrB aus
PMN an einem Modell zur ADCC (,antibody dependant cytoplasmatic
cytotoxity“) gezeigt. Da das Protein bisher vornehmlich in NK-Zellen und CTL
beschrieben war, herrschte eine Kontroverse Uber die Expression von GrB in
PMN (Martin et al., 2005; Metkar et Froelich, 2004). Neuere in vitro Arbeiten (Wagner
et. al 2008) bewiesen jedoch die Prasenz von GrB in Zellen in der myeloischen
Zellinie oder in Monocyten-dhnlichen Dendritischen Zellen (Korthals et al. ,
2007;; Wagner et. al., 2008). Bisher wurden keine in vivo Arbeiten Uber die

Synthese/ Expression oder Funktion von GrB in Granulozyten publiziert.

Die Verknlipfung zwischen dem Potential von GrB, EZM zu zerstéren, und
der Tatsache, dass PMN in der Synovialflissigkeit von RA- Patienten die
grolRte Zellpopulation ausmachten, fihrten zu den Hauptfragestellungen

dieser Arbeit:
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1. Wird GrB auch von PMN in vivo bei Patienten mit RA exprimiert?
2. Welche funktionelle Rolle spielt GrB aus PMN bei der RA?
3. Wie wird GrB bei der RA in Granulozyten reguliert?

Im Rahmen dieser Arbeit gelang zum ersten Mal der Nachweis von GrB in
PMN ex vivo bei Patienten mit entzindlichen Arthritiden. Sowohl die
synovialen- (SF) als auch die Vollblut- (VB) PMN der RA-Patienten
synthetisieren GrB.

Mittels RT-PCR gelang ebenfalls der Nachweis einer spezifischen GrB RNA
in hoch aufgereinigten PMN aus der SF von Patienten mit aktiven Arthritiden.
Unsere Ergebnisse der PCR zeigen quantitative Unterschiede an GrB-RNA
bei Patienten mit unterschiedlichen Krankheitsstadien. Dies kdnnte ein Indiz
sein, dass die GrB-RNA in PMN nicht stetig, sondern in Abhangigkeit eines
oder mehrerer Triggerfaktoren transkribiert wird. Welche Mechanismen als
Promotorinduktoren in den PMN wirken, ist aktuell nicht sicher bekannt. Aus
Arbeiten an CTL weil3 man, dass das Transkriptionslevel der GrB mRNA
(murines GrB) von dem Aktivierungsgrad der Zellen abhangt: 3 - 4 Tage
nach Antigenstimulation waren mRNA Peaks in den CTL nachweisbar
(Bleackley et al., 1997). Die Arbeit von Sedelies et al. zeigen eine Induktion von
GrB bei CD4+ und CD8+ T-Zellen mit hohen intrazelluldren Levels an, wenn
sie mit IL-2 und/ oder Phytohemagglutinin (PHA) stimuliert wurden (Sedelies et
al., 2004). In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigte sich der aktivitdtsabhangige
Effekt auf den GrB-RNA-Gehalt auch bei PMN: mit IFNy stimulierte PMN

transkribieren nach Aktivierung mehr GrB (Wagner et al. Blood 2004).

Neben dem Nachweis von GrB-RNA wurde das Protein mit konfokaler
Lasermikroskopie intrazellulér in den Granula der synovialen PMN
nachgewiesen. Zur Identifizierung wurden PMN mit dem fir PMN
spezifischen Antikérper CD66b gegengefarbt. Die konfokale Laser-
mikroskopie zeigte eine zytoplasmatische Akkumulation von GrB in CD15
isolierten synovialen PMN von Patienten mit aktiver RA. Dieses Ergebnis
passt zu dem Befund, dass GrB als praformiertes Protein in vitro in PMN in

sekundaren und primaren Granula gespeichert wird (Wagner et. al. 2008).
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Mittels FACScan®-Analysen mit drei verschiedenen Anti-GrB-Antikérpern
konnte in den synovialen Granulozyten GrB detektiert werden. Bei
Patienten mit aktiver RA lag die durchschnittiche GrB Expression bei
62,4%. Bei der Kontrollgruppe der Patienten mit non-RA Arthritiden
exprimierten im Mittel 90,4 % der PMN GrB im Zytoplasma (p= 0,029).
Ahnliche Befunde wie bei den synovialen PMN fanden sich bei der
Untersuchung von Vollblut PMN. In der Gruppe der RA-Patienten
exprimierten im Durchschnitt 62,3 % der PMN GrB. Bei der Kontrollgruppe
war die Anzahl GrB+ VB PMN mit 91,5% signifikant (p=0,01) héher als bei
den RA-Patienten. Bei gesunden Probanden waren 96,2% der Vollblut
PMN GrB+.

In der Zusammenschau lassen sich die Befunde dahingehend
interpretieren, dass es bei Patienten mit einer aktiven RA zu einer
vermehrten Ausschittung der Protease aus den synovialen und Vollblut
PMN kommt. Alternativ kénnte die Synthese von GrB in den Granulozyten
von RA Patienten geringer sein als bei Patienten der Kontrollgruppe/
gesunde Probanden. Die Ergebnisse der RT-PCR hatten gezeigt, dass die
PMN nicht weniger GrB RNA synthetisieren. Es scheint folglich bei der RA
einen Shift der Protease aus den Granula der PMN stattzufinden. Dieser
Shift des granuldr gespeicherten GrB’s, entsprechend der ,targeting by
time“ Hypothese (Wwagner et. al. 2008), konnte an nativen Vollblut PMN
gezeigt werden und war mit den beiden Proteininhibitoren Cytochalasin B
und Brefeldin A inhibierbar. Beide Inhibitoren verhindern auf
unterschiedliche Weisen den cytoplasmatischen Proteintransport (siehe
Methodenteil).

Bisher wurde eine Expression der Protease GrB auf der Zelloberflache
immunkompetenter Zellen noch nicht beschrieben. Die Farbung der PMN
in der konfokalen Lasermikroskopie zeigte bei einigen PMN eine
zellmembranassoziierte Fluoreszenzverstarkung. Zur Klarung der Frage
ob es sich hierbei um ein Phdnomen der Ausschleusung der Protease aus
den intrazelluldaren Granula handelt oder GrB auf der Zelloberflache
adhérend ist, wurden PMN mittels FACScan® auf eine extrazellulare GrB

Expression untersucht. SF-PMN exprimieren keine signifikanten Mengen
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GrB auf der Oberflache. Farbungen an den Vollblut PMN der jeweiligen
Patienten zeigte eine Expression von GrB auf PMN bei 66% der RA-
Patienten und 73% Kontrollgruppe.

Diese Ergebnisse sind im Kontext der Ergebnissen des Elisa fur Isliches
Granzym in der SF und im Serum (s.u.) zu sehen. Im Vollblut wird GrB
konstitutiv im Zytoplasma und auf der Zelloberfliche neutrophiler
Granulozyten exprimiert, jedoch ist kein I8sliches GrB im Serum
nachweisbar. Synoviale PMN der RA-Patienten zeigen keine GrB
Expression auf der Oberflache, hingegen finden sich deutliche Mengen
l6slichen GrB’s in den Uberstanden der SF. Lésliches GrB in den
Uberstanden der SF ist ein spezifischer Befund allein bei der RA-
Patientengruppe.

Die Befunde deuten darauf hin, das im entziindeten Gelenk GrB aus den
PMN in die SF ausgeschleust wird, wahrend es an den PMN im Vollblut
auf der Oberfliche adhédrend ist. Die geringe gemessene Menge
oberflachenadhédrentes GrB  bei den  SF-PMN  dokumentiert
mdglicherweise den Moment der Ausschleusung in die SF.

Welche Mechanismen an diesem ProlRess beteiligt sind, ist nicht gut
untersucht und bekannt. Speziell bei den RA-Patienten stellt sich die Frage
inwiefern das inflammatorische Milieu im Gelenk die Exozytose von GrB aus

den PMN und die freisetzung in die SF triggert (siehe unten).

Die Prasenz von léslichem GrB bei Autoimmunerkrankungen, speziell auch
bei der RA, wurde bereits von den Arbeitsgruppen Tak (1999) und Spaeny-
Dekking (1998) et al. gezeigt. Tak et al. fanden ca. 10-fach erhdhte Mengen
I6slichen GrB’s in der SF von RA Patienten im Vergleich zur SF von
Patienten mit Osteoarthritiden oder reaktiven Arthritiden (Tak et. al 1999). Diese
Ergebnisse korrespondieren mit den GrB Mengen in der SF des hier
gemessenen Patientenkollektivs. Bei den RA-Patienten wurden signifikant
héhere Konzentrationen 18slichen GrB’s in der SF gemessen als bei der
Kontrollgruppe.

Im Gegensatz zu der SF konnte im Plasma der RA-Patienten kein I6sliches
GrB nachgewiesen werden. Diese Resultate korrespondieren mit

Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Bade et al. 2005, Spaeny-Dekking et.
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al.,1998). Tak et al. fanden dagegen im Serum von RA-Patienten bis zu
15pg/ml GrB (Tak et. al 1999). Die Daten wurden in Abhangigkeit der
Krankheitsstadien der Patienten interpretiert. Ein Vergleich mit dem Kollektiv
dieser Arbeit ist auf Grund unterschiedlicher Testverfahren (verwendete Elisa

Nachweisgrenze > 15pg/ml) nicht méglich.

In Zusammenschau deuten die bis hier diskutierten Daten auf einen
vermehrten Shift des intrazellularen GrB aus SF-PMN in das entzindliche
Milieu der Synovialis hin.

Durch andere Arbeitsgruppen wurden die erhéhten GrB Konzentrationen in
der SF dagegen durch eine Akkumulation von CD8+ CTL im
inflammatorischen Gelenk erklart (Griffiths et. al., 1992, Young et al., 1992, Kummer
etal., 1994, Kraan et al., 2004).

An unserem Patientenkollektiv wurden keine Daten zu T- oder NK-Zellen in
der SF erhoben. Die FACS Analysen zeigten aber eine niedrige
Gesamtlymphozytenzahl (bei 10/18 < 10% der Gesamtzellpopulation in der
SF). Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe ist auRerdem bekannt, dass die
Anzahl der CD8+ T-Lymphozyten in der SF von RA-Patienten gegenlber

dem Vollblut oder Patienten mit bakteriellen Arthritiden vermindert ist (lking-
Konert et. al., 2005, Wagner et. al., 2000).

Die Messwerte der GrB Konzentration in der SF der jeweiligen Patienten war
unabhéngig von der Lymphozytenzahl in der SF. Es ist somit
diskussionswirdig, ob die deutlich erhéhte Konzentration von GrB mit der
lokal verminderten Anzahl der T-Zellen in Einklang steht. In einer Arbeit von
Kummer (Kummer et al., 1994) wurden Zellen der SF von Patienten mit RA mit
GrB-Antikdérpern und klassischen T- und NK-Zell Markern (CD16, CD56,
CD3, CD8) gefarbt. 75% der Zellen waren GrB+. Die Halfte dieser GrB+
Zellen konnte allerdings phé&notypisch nicht als Lymphozyten identifiziert
werden. In diesem Zusammenhang wurde die Mdoglichkeit, dass auch
ortsstdndige PMN GrB produzieren und in die SF abgeben, nicht
berticksichtigt. Dies scheint im Kontext der hier erhobenen Daten als
Erklarung schlussig.

Die bisher gezeigten Daten k&énnen einen sicheren Beweis, dass die

erhdéhten Konzentrationen |6slichen GrB’s tatsédchlich von den synovialen
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PMN freigesetzt werden, noch nicht liefern. Argumente fir diese Hypothese
sind aber:

Die Granulozyten machen die grofdte Zellpopulation in der SF des
entzindeten Gelenkes aus. Diese PMN synthetisieren GrB. Im Vergleich zu
den VB Granulozyten, 16sen SF PMN GrB von ihrer Zelloberflache und
sezenieren GrB aus der Zelle nach aulRen. Es gelang aber keine signifikante
Korrelation zwischen den SF-PMN Zahl und den synovialen GrB
Konzentrationen. Ursachlich hierfir kdnnte sein, dass die aktivierten PMN bei
den Patienten am Pannus adhérend waren, da PMN bei der aktiven RA an
der Pannus-Knorpel Grenze akkumulieren (Lees et al., 1994).

Des weiteren wurden in Stimulationsversuchen an isolierten SF-PMN und
VB-PMN erhéhte Mengen GrB im Uberstand nachgewisen, im Sinne einer

Freisetzung durch pro-inflammatorische Stimuli (Details siehe unten).

Die Pathomechanismen der destruierenden Prozesse im Gelenk sind
vielschichtig. Das aktivierte Synovium zerstért Knorpelgewebe am Knorpel-
Pannus Ubergang. Hier fiihrt sowohl die direkte Invasion synovialer Zellen
als auch eine Freisetzung von Proteasen zur Degradation der
Glycosaminoglykane, Proteoglykanen und des Kollagens. Die destruierenden
Prozesse beginnen mit der Zerstérung von Proteoglycanen als Bestandteil
der Extrazelluldrmatrix. Dies geschieht insbesondere wahrend des frihen
Entzindungsprozesses. Collagenabbauprodukte werden erst nach langerer
Krankheitsdauer nachgewiesen (Marone et al. 1998).

Eine mogliche pathogenetische Rolle und ein degeneratives Potential bei der
RA von Granzym aus NK-Zellen und CTL wurden bereits von mehreren
Gruppen postuliert (Miller-Ladner et al., 1995; Tak et al., 1999; Goldbach-Mansky et al.,
2004). Altere Arbeiten von Tak et al. zeigten besonders bei der Friih-RA
erhohte GrB Level sowie eine Korrelation mit der Akut-Phase-Reaktion (Tak
et. al, 1994). Es wurde aulRerdem gezeigt, dass GrB Level in Korrelation mit
der Erkrankungsdauer und der klinischen Erkrankungsaktivitat stehen. Die
von Tak et al. beschriebene Korrelation von Krankheitsaktivitdt (gemessen
am DAS28) und GrB Levels (in der synovialen Fliissigkeit) konnten wir nicht

bestatigen. Es zeigte sich jedoch, dass eine hoéhere Krankheitsaktivitat
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(DAS28) bei den Patienten mit einer héheren Anzahl PMN im Gelenkpunktat
einhergeht.

Kim at al. beschrieben GrB in den sogenannten Linig Cells (Kim et. al, 2007).
Dies sind Typ A und Typ B Synoviozyten (siehe Einleitung), welche die
Gelenkhoéhle auskleiden und bei der RA pathologisch proliferieren und
letztendlich zur Hyperplasie des Pannusgewebes flihren und damit zur
Osteodestruktion beitragen. In der Arbeit von Kim et al. wurden die GrB
produzierenden Zellen hauptsachlich als Makrophagen (CD14+)
beschrieben, welche den Typ A Synoviozyten entsprechen und typisch fir
eine langere Krankheitsdauer bei der RA sind. Nach den Ergebnissen aus
Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe stellt sich die Frage, ob die
beschriebenen GrB+ Zellen partiell nicht Makrophagen, sondern verénderte
PMN sein kénnten. Diese Uberlegung beruht auf folgenden Tatsachen: PMN
haben das Potential unter bestimmten Vorraussetzung in vitro, z.B. durch
INFy-Stimulation, oder bei chronischen Entzindungen in vivo,
morphologische und funktionelle Eigenschaften professionell Antigen
prasentierender Zellen zu erwerben. PMN in der SF, nicht aber im Vollblut,
von Patienten mit aktiver RA exprimieren Monozyten- und/oder
Makrophagen-typische Oberflachenantigene, insbesondere CD14, CDB80,
CD86 und MHC Klasse Il. Die so verdnderten PMN kdnnten daher mit
lokalen T-Lymphozyten interagieren (siehe unten). Wie auch die
makrophagenéhnlichen CD14+/GrB+ Synoviozyten werden PMN im Verlauf
durch eine so genannte ,escape from apoptosis® im Gelenk persistent. Die
PMN, die sich im Laufe der Erkrankung phanotypisch u.a. durch Erwerb von
CD14 morphologisch verandern, erwerben dann mdéglicherweise die
Fahigkeit, in den pathologischen Prozess einzugreifen und z.B. Gber die

Sezernierung von GrB zur Osteodestruktion beizutragen.

In vitro wurde die Beteiligung von GrB bei entziindlichen Gewebsdestruk-
tionen wie bei der RA bereits beschrieben (Buzza & Bird, 2006; Romeo et Andrate,
2008). Eines der bis dato bekannten extrazellularen Substrate von GrB bei der
RA ist das Proteoglykan Aggrecan, ein Bestandteil der Knorpelmatirx.
Aggrecane formen Aggregate, die Hyaluronsaure binden und zusammen mit

Kollagen fir die mechanischen Eigenschaften des Knorpels verantwortlich
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sind (Lohmander et. al 1993). GrB spaltet desweiteren effektiv drei Proteine der
Extrazellularmatix (EZM): Vitronectin, Fibronectin und Laminin (Ronday et al.,
2001; Buzza et. al 2005). Diese Proteine sorgen fur die Interaktion zwischen
Chondrozyten und der Matrix.

Im Falle von Vitronection schneidet GrB hinter der AS Sequenz Arg-Lys-
Asp, welche ein Teil der Integrin Bindungsstelle in Matrix Proteinen ist.
Fragmente von Fibronectin und Aggrecan werden bei der RA in die SF
abgegeben (Lohmander et al., 1993; Barilla and Carsons, 2000). Spezielle
Fibronectin Fragmente induzieren die Neutrophilen Chemotaxis und die
Aggrecanase Expression - spezielle Metalloproteinasen, die Aggrecan
spalten - in Chondrozyten. Sie zerstéren die Chondrozyten Zell-Adhéasion
(Stanton et al., 2002; Buzza & Bird, 2006).

Resultatsrelativierend ist festzuhalten: Bei allen bisherigen in vitro Experi-
menten Uber die funktionellen Eigenschaften von GrB ist ausschlielich nicht-
humanes, z.B. murines, GrB eingesetzt worden. Die Ergebnisse unterliegen
somit der eingeschrankten Interspezies Ubertragbarkeit. Zur Erweiterung des
Gesagten sind zukinftig weiter gehende Studien mit spezifischem humanen

GrB oder funktionell aktivierten GrB+ PMN notwendig.

Bei der RA gilt vor allem der Nachweis von Autoantikbrpern i.S. der
Rheumafaktoren und der CCP-Antikérper als eigenstandiger Pradiktor fur
das Auftreten von Erosionen (Symmons 2002; van der Helm et. al 2006). An einer
Studienkohorte von 257 RA-Patienten wurde gezeigt, dass GrB Levels bei
RF+ Patienten héher waren als bei RF- Patienten GrB wurde als ein

potentieller zusatzlicher Marker fir frihe Erosionen postuliert (Goldbach-Mansky
R et al., 2005).

Auch in unseren Kohorten korrelierten die I6slichen GrB Level in der SF mit
dem CCP-Gehalt sowohl im Serum als auch in der SF. Die Bedeutung von
CCP in der SF ist bisher nicht gut definiert. CCP-Antikérper sind pradiktiv fur
einen erosiven Verlauf. Die in unseren Daten gezeigte signifikante
Korrelation zwischen CCP und GrB unterstitzt zusatzlich die potentielle

Funktion als Pradiktor fUr einen erosiven Krankheitsverlauf.
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Neben den hypothetischen Uberlegungen zu den funktionellen
Eigenschaften der Protease GrB im Rahmen der RA, wurde die
Regulation von GrB in PMN unterschiedlicher Aktivitdtszustande
untersucht. Speziell bei den RA-Patienten stellt sich die Frage, welche
Regulationsmechanismen im inflammatorischen Milieu des Gelenkes die
Freisetzung von GrB aus den PMN in die SF steuert. Hierzu wurden
zunachst Vollblut PMN gesunder Probanden mit verschiedenen bei der
Pathogenese der RA etablierten pro-inflammatorischen Zytokinen wie
TNFa, INFy, IL-2, IL-15 und IL-17 stimuliert.

Voruntersuchungen zur ,spontanen® Freisetzung ohne Stimulation von GrB
inPMN ex vivo zeigen entsprechend der "targeting by time" Hypothese den
Shift aus den intrazelluldren Granula an die Zelloberfliche und in den
Uberstand (Wager et al., 2008). Nicht aktivierte bzw. unstimulierte PMN zeigen
eine verminderte intrazelluldre GrB Expression in den PMN im FACS - im
Vergleich zu den SF-PMN der untersuchten Patienten. Die Stimulation der
Zellen fuhrt mit den getesteten proinflammatorischen Zytokinen zu einer
vermehrten Ausschittung von GrB aus den intrazellularen Granula. Dies
erlaubt die Schlussfolgerung, dass entweder die de novo Synthese oder die
Exocytose von GrB durch die proinflammatorischen Zytokine induziert wird.
Die Stimulation mit IL-15 und TNFa zeigte hierbei die konstantesten Werte.
Da IL-15 und TNFa bei der RA eine proinflammatorische SchlUsselrolle
spielen (Kirkham et. al 2006, Brennan et. al. 2008), ist eine Aktivierung der PMN
durch diese Zytokine mit einer konsekutiven Ausschittung von GrB
pathogenetisch bedeutsam. TNFa ist fir PMN als einer der am starksten
wirksamen Induktoren fiir ein verlangertes Uberleben (,escape from
Apoptosis“) und einer der starksten Aktivatoren bei der Differenzierung von
PMN gut charakterisiert (lking-Konert et. al. 2001, Iking-Konert et. al 2005). Nach der
Stimulation mit TNFa zeigte sich eine zwischen 15 und 50% erhdhte
Expression von GrB auf der Zelloberflache der PMN. Dieser Effekt lie3 sich
durch die Ko-Inkubation mit Remicade® (Infliximab) als chimdren TNFa-
Blocker inhibieren. TNFo wird unter anderem von synovialen Makrophagen
und Lymphozyten produziert. Bei der RA ist TNFoa wesentlich am initialen
Entzindungsprozess beteiligt. TNFo induziert u.a. die GM-CSF-Produktion

Antigen-prasentierender Zellen. TNFa steuert desweiteren
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proinflammatorische Zytokine wie z.B. IL-6 und stimuliert so die Proliferation
und die Differenzierung von T-Lymphozyten (Brennan et al. 1992). Einige
Arbeitsgruppen postulieren, dass TNFa und GrB in der Generierung
autologer B-Zellen, welche als Plasmazellen vermehrt IgM-Rheumafaktoren
produzieren, bei der RA eine synergistische Rolle spielen (Pinkoski et al., 1998;
Tak et al. 1994). Die oben besprochen Koinzidenz von RF und GrB bei
Patienten mit RA sowie unsere eigenen Daten zur Korrelation von CCP-
Antikérpern in der SF und dem GrB Gehalt lassen sich in dieselbe Richtung
interpretieren.

Die Blockade von TNFa durch neutralisierende Antikérper oder
Rezeptorfusionsproteine hat in den letzen Jahren malgeblich zu einem
therapeutischen Fortschritt bei der RA beigetragen. Ein weiteres mdgliches
Zielzytokin bei der Pathogenese der RA ist unter anderem IL-15. IL-15 wird
als proinflammatorisches Zytokin von Makrophagen, synovialen Fibroblasten
aber auch regulatorischen T-Zellen sezerniert (Kotake et al, 1997). Im
entziindlichen Gelenk wirkt IL-15 Gber eine ,Feedback-Schleife” indem es die
Produktion von TNFa, IFNy und IL-17 in T-Zellen induziert (Mcinnes et. al, 1997,
Parsonage et. al 2008). Die T-Zellen induzieren wiederum die Produktion von IL-
15 (auch IL-8 und IL-6) in Fibroblasten-ahnlichen Synoviozyten. Da IL-15 zu
einer lokal erhéhten Produktion von u.a. TNFa fhrt (Sibilia et. al, 2005), war zu
erwarten, dass die Stimulation mit IL-15 einen ahnlichen Effekt auf die GrB
Expression hat. Stimuliert man Vollblut PMN gesunder Probanden mit IL-15,
zeigt sich eine GrB Expression entsprechend des synovialen ,RA-PMN-
Typus®: Der intrazellulare GrB Gehalt nimmt ab und auf der Zelloberflache ist
weniger GrB exprimiert. Im Uberstand der stimulierten Zellen fanden sich
dagegen héhere Konzentrationen I6slichen GrB’s.

In den Serumproben von RA-Patienten, der Kontrollgruppe und gesunden
Probanden war initial kein I6sliches GrB messbar. Die Freisetzung des
I6slichen GrB’s aus der Zelle — aus Untersuchungen an CTL — erfolgt nach
heutigem Kenntnisstand Uber unterschiedliche Mechanismen, welche im
Detail allerdings noch nicht verstanden sind. IL-12 und TNFa wurden an CTL
als Induktoren der zelluldren Degranulation beschrieben (Lauw et. al 2000).
Unsere Experimente identifizierten TNFo und IL-15 (IL-12 wurde von uns

nicht untersucht) als potenzielle Induktoren fir die Freisetzung von GrB aus
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Granulozyten. IL-15 wurde besonders bei der frihen RA als
proinflammatorisches Zytokin identifiziert und korreliert mit der Akute-Phase-
Antwort (Kotake et al., 1997). Auch die GrB Levels korrelieren mit erhéhten
Werten der Akute-Phase-Antwort (Tak et. al 1999). IL-15 k&nnte somit
besonders im frilhen Krankheitsstadium die Aktivierung der PMN und die

Freisetzung von GrB induzieren.

Im entzindlichen Gelenk kdénnte die Interaktion der PMN mit den
synovialen T-Zellen, welche lokal IL-15 produzieren, eine entscheidende
Rolle spielen. Komai-Koma et al. beschrieben bereits 2004 die Bedeutung
des Zytokins IL-15 in der Kommunikation zwischen ,innate-“ und ,adaptive
immunity” (Komai-Koma et al. 2004).Bei der Pathogenese der RA setzte sich
in den letzten Jahren die Vorstellung eines zweistufigen Modells durch, in
welchem ,innate-“ und ,adaptive immunity” miteinander kommunizieren.
Demnach sind sowohl das angeborene als auch das adaptive
Immunsystem Uber die Interaktionen beider Systeme im Sinne eines
,cross-talks® auf zellularer- und Zytokinebene von entscheidender
Bedeutung. T-Lymphozyten und die von ihnen produzierten Zytokine, wie
z.B. IL-15, spielen in diesem Zusammenhang eine entscheidende
regulatorische Rolle (Parsonage et. al, 2008). Die lokale Entziindungsreaktion
im Gelenk fuhrt zur Aktivierung, Proliferation und Differenzierung
vorwiegend von T-Lymphozyten der TH-1 (CD4+) Reihe (Porchel et. al 2002).
Die Prasenz von differenzierten CD4+ CD45ro+ Memory T-Lymphozyten
spricht im weiteren Verlauf flr eine vorangegangene Antigenexposition
durch Antigen-prasentierende Zellen tGber HLA-Moleklle (Ponchel et al.,
2002). Als Folge dieser Initialreaktion kommt es via Oberflachenmolekile
und von der T-Zelle freigesetzten Zytokinen zur B-Zell Proliferation,
Antikérperbildung (RF, CCP) und auch Chemotaxis, Aktivierung und

Differenzierung von PMN.

Eine Serie neuerer Arbeiten zeigt daneben die potentielle Rolle von CD4+
TH17 Zellen als Erweiterung des klassisch dichotomen Schemas der
Th1/Th2 T-Lymphozyten (Parsonage et al., 2008). Th-17 Zellen kdnnten u.a. fur
die Rekrutierung der PMN Population aus dem Vollblut in das synoviale

Gewebe verantwortlich sein (Ye et al., 2001). Des Weiteren produzieren Th-17
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Zellen nach Stimulation mit IL-17 den neutrophilen Uberlebensfaktor G-CSF
und tragen somit zu einer verstarkten Granulopoese sowie der Aktivierung
und Attraktion der PMN bei (Schwarzenberger et al. 2000). Aul3erdem induziert
oder verstarkt IL-17 die Expression verschiedener proinflammatorischer
Mediatoren, wie u.a. IL-1, IL-6 und Matrixmetalloproteinasen. Das Zytokin IL-
17 wurde u.a. auch als Induktor von Aggrecanase (s.0.) aus synovialen
Fibroblasten identifiziert (Durigova M et al. 2008). Aggrecan ist ebenfalls ein
Substrat flir GrB (Ronday et al. 2001; Buzza et al., 2005; Buzza et Bird, 2006). Die
Vermutung, dass IL-17 ebenfalls einen direkten aktivierenden Effekt auf die
Freisetzung von GrB aus PMN hat, konnte durch unsere Ergebnisse nicht
gezeigt werden. Aus der Stimulation der nativen VB-PMN mit IL-17
resultierten keine eindeutigen Verdnderungen in der GrB Expression oder
Freisetzung der Zellen. Das Zytokin IL-15 stimuliert, wie oben bereits
beschrieben, innerhalb einer Feedback-Schleife die lokale Produktion von IL-
17 aus synovialen Fibroblasten und die Aktivierung synovialer T-Zellen. Nach
Zusammenschau der Vorarbeiten und der eigenen Ergebnisse kénnte die
Interaktion zwischen PMN und T-Zellen Uber IL-15 und IL-17 bei Regulierung

von GrB in PMN im entziindlichen Gelenk eine Rolle spielen.

6 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte mit spezifischen Methoden die Expression von GrB in
synovialen - und Vollblut PMN bei Patienten mit RA gezeigt werden. GrB wird
im Vollblut ebenfalls auf der Zelloberflache der PMN exprimiert. Bei den
synovialen PMN konnte GrB nur in geringen Mengen auf der Zelloberflache
detektiert werden. In der synovialen Flussigkeit von RA-Patienten sind
signifikant héhere Konzentrationen I6slichen GrB’s messbar als bei Patienten
mit Osteoarthrosen, Psoriasis-Arthritis oder SpA. Sowohl im Plasma
gesunder Probanden als auch bei Patienten wurde kein I6sliches GrB
gemessen. PMN von Patienten mit RA produzieren GrB und setzen es, unter
geeigneten Bedingungen, in die SF frei. Die Regulation der Synthese und
Freisetzung von GrB findet wahrscheinlich Uber einen komplexen Zytokin-
Crosstalk immunogener Zellen des adaptiven und angeborenen
Immunsystems statt. IL-15 und TNFa wurden in dieser Arbeit als potentielle

Zytokine fur die Stimulation und Aktivierung von Granulozyten und eine
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Veranderung ihres GrB Profils identifiziert. Bei den pathologischen
Prozessen der RA scheint die stetige interzelluldre Interaktion Uber Zytokine
oder direkten Zell - Zell Kontakt zw. CD4+ T-Zellen und PMN fir die Unter-
haltung der chronischen Entzindung und die folgende Freisetzung
matrixzerstérender Enzyme essentiell. In diesem Zusammenhang spielt GrB

Uber die Spaltung von Knorpelbestandteilen wie z.B. Aggrecan und

matrixstabilisierender Proteine eine Rolle.
Im Rahmen dieser Arbeit ergaben sich weiterfihrende Fragen zu GrB in
PMN. Insbesondere die genaue Regulation und Aktivierung von GrB

erfordert weitere Untersuchungen:

¢ Welche Mechanismen aktivieren die Protease GrB in den PMN?

e Welche pathogenetischen Faktoren beeinflussen die synovialen
PMN bei der RA zu der Freisetzung von GrB in die SF?

e Wird GrB konstitutiv oder Uber spezifische Regulatoren freigesetzt
oder sind die PMN bei der RA derart stimuliert und /oder verandert,
dass sie GrB exprimieren aber nicht wieder autokrin aufnehmen
kénnen und GrB deswegen in I8slicher Form wirken kann?

e Tragt GrB aus PMN in seiner extrazelluldren Funktion direkt zu

Friherosionen am Gelenkknorpel bei?

Die funktionelle und pathopysiologische Rolle von Granzymen bei
Autoimmunerkrankungen, wie bei der RA, ruckten in den letzten Jahren in
den Fokus zahlreicher Arbeitsgruppen. Besonders die erweiterte Erkenntnis
Uber Granzyme produzierende Zellen - Uber die klassischen CTL und NK-
Zellen hinaus - bietet neue Ansatzpunkte zur besseren Charakterisierung
der Protease. In dieser Arbeit konnte ein erstes Profil iber GrB in PMN bei
der RA erstellt werden. In Zukunft bietet z.B. der Gebrauch spezifischer GrB
Inhibitoren  weitere  Mdglichkeiten die Funktion von GrB bei
Autoimmunerkrankungen zu eruieren. Granzyme kénnten sich somit als
potentielle Angriffspunkte fur die Entwicklung neuartiger Medikamente
eignen, um eine Fehlregulation des Immunsystems und die hierbei

beobachteten Schaden durch GrB+ Zellen zu verhindern.
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8 Anhang

8.1. Tabelle 1 - Antikérper-und Zytokinliste

Antikorper/Zytokine

Simultest Control y1/y2a
IgG2a unmarkiert
anti-mouse IgG1 FITC

Granzym B FITC

Granzym B FITC
Granyzme B unmarkiert
CD11b FITC

CD15

CD66b FITC

CD64PE

Anti-CD15 MicroBeads

Interferon-y ultra pure,
recombinant human

TNFo, recombinant human
Interleukin-2, recombinant
human

Interleukin-15, recombinant
human

Interleukin-17, recombinant
human

Infliximab (Remicade®)

Hersteller

Becton Dickinson
Chemicon International
Sigma

Kamiya Biomedical
Company

Abcam

Chemicon Australia
Biozol

BioLegend
Immunotech
Serotec

Miltenyi Biotecs

Cell Sciences

Cell Sciences
R&D Systems

R&D Systems
Sigma-Aldrich

CENTOCOR INC.,
Vertrieb ESSEX
PHARMA GwmBH

8.2 Tabelle 2 - Materialliste

Material

Aqua dest.
Dulbecco’s PBS

(phosphate buffered saline)

BSA (Bovine serum
albumin)
Natrium acid

Cellwash

AIM V® Medium
Brefeldin A
Cytochalasin B Ready
MMade Solution

Hersteller

Gibco, Paisley, GB

SIGMA

Steinheim, Germany
SIGMA

Steinheim, Germany
Becton Dickinson
Invitrogen

SIGMA, Deutschland
SIGMA, Deutschland

Katalog-
Nr.

342409
60111895
F 2012

MC-223

ab17929
MAB3170
03258
301905
0166
0397A

130046601

Clone

DD1645

B18.1

B18.1
2C5-F5
ICRF44
HI198
80 H3
10.1
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FACS® Analysen
FACS Lysing Solution

FACS Permeabilizing
Solution 2
FACS-Puffer

Fix&Perm® Cell
Permeabilization Kit
Venimmun® N
Cytofix buffer

Granulozytenisolation
MACS®-Puffer

Polymorphprep

ELISA Kits
Granzyme B Kit®
COMP® Elisa Enzyme

Immunoassay
CCP3 IgG ELISA

PCR

High Pure RNA
Isolation Kit
SuperScript
Preamplification
System
PCR-dNTP Mix
Primer

Taq DNA-polymerase

Agarose
Gelelektrophorese mit
Sybrgreen

Molekul Weight
marker IlI

Molekul Weight
marker |V

FLA 2000 Scanner
Image Gauge version
3.0 software

Verdiinnungen
1:10 mit Aqua
dest.

1:10 mit FACS-
Puffer

500ml PBS, 5¢g

BSA, 0,5g NaNj3;

Becton Dickinson

BD Biosciences

AN DER GRUB Bio
Research GmbH
Aventis Behring

BD PharMingen® 1:4 mit FACS-
Heidelberg, Germany Puffer
500ml PBS,
2,59 BSA,

0,3722g EDTA
Axis Shild PoC AS

Diaclone®
AnaMar Medical®

Qunata Lite TM®

Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland
Life Technologies, Gibco
BRL, Gettysburg, PA

Genaxxon Biosience GmbH
ARK Scientific Biosystems
(Darmstadt, Deutschland)
GENTAUR BVBA -
BIOXYS, Bruessels
Molecular Probes, Leiden,
Netherlands

Boeringer Mannheim
Boeringer Mannheim

Fuji, Tokyo, Japan



Konfokale
PolyPrep® slides

Dako mounting
medium

Leica microscpe DM
RBE

Software: Windows
NT

SIGMA, Deutschland

Dako, Carpinteria, CA

Leica laser system TCS NT;
Leica, Bensheim, Germany

74



8.3 Neue Klassifikations- und Diagnosekriterien der RA; ACR 2009

Die neuen Klassikikations- und Diagosekriterien der RA wurden auf dem ACR 2009
in Philadelphia erstmalig vorgestellt. Im April 2010 werden die neuen Kriterien
akzeptiert und im Juli 2010 in Deutschland veréffentlicht.

Domain: Joint

involvement

Domain: Serology

Domain: Duration of
synovitis

Domain:

Acute
phase reactants

1 medium-large joint
(0 points)

Not positive for either
rheumatoid factor or
anti—citrullinated
protein antibody
points)

0

Less than 6 weeks (0
points)

Neither
protein
erythrocyte

C-reactive

nor

sedimentation rate is
abnormal (0 points)

2-10  medium-large
joints (1 point)

At least one of these
two tests are positive
at low titer, defined as
more than the upper
limit of normal but not
higher than three
times the upper limit
of normal (2 points)

6 weeks or longer (1
point)

Abnormal
abnormal
point)

CRP
ESR

or

(1

1-3 small
points)

joints (2

At least one test is
positive at high titer,
defined as more than
three times the upper
limit of normal (3
points)

4-10 small joints (3
points)

More than 10 small
joints (5 points)

Die Diagnose RA ist nach folgenden Kriterien bei Patienten mit einem Score von 6

oder mehr Punkten zu stellen
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