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Zusammenfassung

Die Hashimoto-Thyreoiditis (HT) ist eine der hdufigsten Autoimmunerkrankungen
weltweit. Charakteristischerweise kommt es durch eine Schilddriiseninfiltration durch
autoreaktive CD8" T-Zellen zu einer Thyreozytenzerstorung und Hypothyreose sowie
Autoantikdrperproduktion. Die zytotoxischen T-Zellen richten sich gegen Epitope von
den Schilddriisenproteinen Thyreoglobulin (Tg) und Thyreoperoxidase (TPO). Nach
aktueller Studienlage wird noch immer kontrovers diskutiert, welches der beiden
Strukturen das autoimmune Hauptziel ist.

Ziel dieser Arbeit war, die Anzahl der TPO- und Tg-spezifischen CD8" T-Zellen im
Blut und in der Schilddriise von HLA-A2" Hashimoto-Patienten zu quantifizieren und
herauszufinden, welchen Zusammenhang diese zur Krankheitsdauer und zu den
Serumautoantikérpern Anti-TPO und Anti-Tg haben. Dafiir wurden die CDS8" T-Zellen
aus dem peripheren Blut und aus Schilddriisenpunktaten der Patienten isoliert,
Tetramerfiarbungen mit je drei TPO- und Tg-Epitopen durchgefiihrt und mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Die Kontrollgruppen bestanden aus HLA-A2" HT-
Patienten, HLA-A2" Strumapatienten und HLA-A2" gesunden Personen (insgesamt 66
Studienteilnehmer).

Es konnte gezeigt werden, dass HT-Patienten signifikant erhohte Anzahlen an TPO-
und Tg-epitopspezifischen CD8" T-Zellen im Blut sowie in der Schilddriise haben, im
Vergleich zu den Kontrollgruppen. Dabei stellte sich keine signifikante Dominanz von
Thyreoperoxidase oder Thyreoglobulin heraus. Des Weiteren konnte demonstriert
werden, dass es keinerlei Korrelation zwischen der Hohe der Serumautoantikdrper Anti-
TPO und Anti-Tg und der Anzahl der TPO- und Tg-spezifischen CD8" T-Zellen im
Blut von Hashimoto-Patienten gibt. Im Rahmen von Zytotoxizitétstests mithilfe von
Annexin V/Propidiumiodid-Farbungen, wurden autoreaktive CDS8" T-Zellen und
Monozyten von HLA-A2" HT-Patienten in vitro mit 6 verschiedenen Epitopen von
Thyreoperoxidase und Thyreoglobulin (TPO 1-3 und Tg 1-3) Peptid-gepulst. Die
hochste Lyserate konnte durch TPO3-gepulste Zellen sowie durch die Kombination
aller Thyreoglobulin-Epitope (Tg 14+2+3) induziert werden. Ein weiteres
Schliisselergebnis der Arbeit ist, dass es mit steigender Krankheitsdauer der Hashimoto-
Thyreoiditis zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl der epitopspezifischen CD8" T-
Zellen kommt, sodass Patienten mit einer Krankheitsdauer von mehr als zehn Jahren
hohe Anzahlen dieser autoreaktiven Zellen haben.

Die Ergebnisse veranschaulichen, dass sowohl Thyreoperoxidase als auch
Thyreoglobulin eine sehr wichtige Rolle bei der Hashimoto-Thyreoiditis spielen, ohne
dass eines dem anderen als Zielstruktur fiir autoreaktive T-Zellen iiberlegen ist. Sie
scheinen gleichermaflen von Relevanz zu sein. Weiterhin ldsst sich schlussfolgern, dass
die humorale Immunantwort in Form von Anti-TPO- und Anti-Tg-Autoantikdrpern
keinerlei Zusammenhang zur zelluliren Autoimmunantwort der CD8" T-Zellen hat,
sodass diese voneinander unabhingige Komponenten der HT zu sein scheinen. Den
Ergebnissen zufolge spielen die TPO- und Tg-spezifischen CD8" T-Zellen nicht nur bei
der Initiation der Krankheit eine Rolle, sondern auch bei ihrem Progress, wie die
steigenden Zellzahlen mit zunehmender Krankheitsdauer dargelegt haben.

Die Ergebnisse zeigen, dass Tg- und TPO-epitopspezifische CD8" T-Zellen parallel bei
der Hashimoto-Thyreoiditis entstehen und die Schilddriise infiltrieren. Sie stellen
gleichwertige Hauptziele der Autoimmunitét dar.



1 EINLEITUNG

Uber 30% aller organspezifischen Autoimmunkrankheiten betreffen die Schilddriise
(1). Die Hashimoto-Thyreoiditis, Morbus Basedow, Postpartum-Thyreoiditis,
Schilddriisen-assoziierte Ophthalmopathie und die schmerzlose/silente Thyreoiditis
werden als  Autoimmunthyreoiditis  (AIT)  zusammengefasst (2). Diese
Schilddriisenerkrankungen zeichnen sich allesamt durch eine Autoantikorperbildung
gegen schilddriisenspezifische Strukturen aus. Die drei Hauptziele sind Thyreoglobulin,

Thyreoperoxidase und der TSH-Rezeptor (Thyroidea-stimulierendes Hormon) (3,4).

1.1 Hashimoto-Thyreoiditis

Die Hashimoto-Thyreoiditis, auch chronisch lymphozytire Thyreoiditis genannt, wurde
erstmalig 1912 von Dr. Hakaru Hashimoto beschrieben (5). Charakterisiert wird sie
durch eine T-Zell-vermittelte Schilddriisendestruktion mit Funktionsverlust sowie eine
Autoantikdrperbildung gegen Thyreoperoxidase und Thyreoglobulin (6). Die HT ist
eine der haufigsten Autoimmunkrankheiten des Menschen und zugleich die hiufigste
Ursache fiir eine Hypothyreose. Sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen stellt sie
die hiufigste Schilddriisenerkrankung dar (7). In Deutschland tritt sie mit einer
Pravalenz von 5-10% auf, wobei bevorzugt Frauen betroffen sind (w : m =9 : 1), der
Altersgipfel liegt zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr (8 S. 738).

Atiologisch handelt es sich bei der Hashimoto-Thyreoiditis um eine Interaktion
zwischen multiplen Genen und triggernden Umweltfaktoren, die Krankheitsgenese ist
somit multifaktoriell. Als genetische Pridisposition konnte eine Assoziation mit den
Human Leucocyte Antigen-Merkmalen HLA-DR3, -DR4 und -DRS5 identifiziert werden
(2). Eine mogliche Erkldrung fiir die Assoziation bestimmter HLA-Subgruppen mit
Autoimmunerkrankungen konnte sein, dass die Selbst-Peptide verschiedene
Bindungsaffinititen fiir unterschiedliche HLA-Molekiile besitzen (6). Auch andere
immunmodulatorische oder schilddriisenspezifische Gene, wie CTLA-4 (Cytotoxic T-
Lymphocyte Antigen 4), PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22)
und Thyreoglobulin-Gene spielen &tiologisch eine wichtige Rolle (9). Die Vererbung
folgt allerdings nicht den Mendelschen Vererbungsregeln (10). Die Hashimoto-
Thyreoiditis tritt auch hdufig in Kombination mit anderen Autoimmunerkrankungen
auf, wie Diabetes mellitus Typ 1, Morbus Addison, Vitiligo, Alopezie, Zolliakie und im
Rahmen eines Polyglanduldren Syndroms Typ 2 und 3 (7,11).



Beeinflussende Umweltfaktoren sind Infektionen, eine hohe Jodzufuhr (auch durch
jodhaltige Medikamente wie Amiodaron) und Stress. Als infektiose Trigger wurden
Hepatitis C, Coxsackie Virus, Epstein-Barr-Virus und Yersinia enterocolitica
beschrieben (2,12,13). In mehreren Studien wurde eine Assoziation mit einer akuten
Parvovirus B19-Infektion herausgestellt, wobei das Virus sowohl in der Schilddriise als
auch im Blut nachweisbar war (5,13,14). Als moglichen Pathomechanismus des
Parvovirus B19 postulierten Moffatt et al. die Induktion der Genexpression des
proinflammatorischen Interleukin-6 (15). Der Zusammenhang eines Uberkonsums von
Jod und der Hashimoto-Entwicklung beim Menschen konnte durch epidemiologische
Studien erwiesen werden (6). Diesbeziiglich konnte eine grofe Follow-up Studie in
China belegen, dass Menschen aus Regionen mit exzessiver Jodversorgung héiufiger
Autoantikdrper gegen TPO und Tg entwickelten und dass dies ein Risikofaktor fiir die
Entstehung einer Hypothyreose bei HT-Patienten war (16). Ein Tiermodell fiir
Hashimoto-Thyreoiditis mit NOD.H2"-Miusen (nonobese diabetic) konnte bestitigen,
dass die Priavalenz und das Krankheitsausmall der Autoimmunthyreoiditis signifikant
und dosisabhédngig bei Mdusen anstiegen, die jodiertes Trinkwasser bekommen hatten
(6).

Die Pathogenese der Hashimoto-Thyreoiditis beruht auf einer Infiltration der
Schilddriise durch CD8" zytotoxische T-Zellen und CD4" T-Helferzellen, was zu einer
inflammatorischen Destruktion der Thyreozyten fiithrt. Im Verlauf kommt es
infolgedessen zu einer Atrophie und Fibrose der Schilddriise und im Spitstadium zu
einer Hypothyreose (2).

Klinisch bleibt die Hashimoto-Thyreoiditis am Krankheitsbeginn meist unbemerkt,
klassischer Weise kommt es anfangs zu einer diffusen schmerzlosen Vergrof3erung der
Schilddriise (Struma). Die Diagnosestellung erfolgt teilweise erst im Stadium der
Hypothyreose (2), jedoch bleiben die meisten Patienten euthyreot (7). Typische
klinische Zeichen der manifesten Schilddriisenunterfunktion (TSH erhoht, freies T4
erniedrigt) sind Antriebsarmut, Kilteintoleranz, depressive Verstimmung, Obstipation
und trockene Haut (17). Laut McLachlan et al. kommt es auBerdem bei 70% der
hypothyreoten Hashimoto-Patienten (in den USA) zu einer Gewichtszunahme (18).
Auch eine reduzierte Fertilitit wurde bei Ménnern und Frauen mit Hypothyreose bei
Autoimmunthyreoiditis festgestellt (19,20). Es konnte gezeigt werden, dass auch eine
latente Hypothyreose, definiert als TSH-Elevation bei normalem freien T4, zu

relevanten Langzeitfolgen fiihren kann.



Beschrieben wurden ein erhohtes Risiko fiir koronare Herzerkrankungen, ein erhohtes
LDL-Cholesterin, eine erniedrigte Knochendichte und ein negativer Einfluss auf die
Hiamostase (21,22). Andererseits kann es im Krankheitsverlauf der Hashimoto-
Thyreoiditis auch zeitweise zu einer Hyperthyreose kommen, bedingt durch die
Parenchymdestruktion und der damit verbundenen Freisetzung priaformierter
Schilddriisenhormone (7). Der Schweregrad der HT variiert stark, wihrend einige
Patienten schon sehr friih eine Hypothyreose entwickeln, bleiben andere Patienten
lebenslang euthyreot oder die Schilddriisenfunktion erholt sich im Verlauf wieder
(7,23).

Diagnostisch wegweisend ist ein Nachweis von Autoantikorpern gegen Thyreoglobulin
und Thyreoperoxidase im peripheren vendsen Blut des Patienten. Diese IgG-
Autoantikdrper stellen ein Hauptmerkmal der Hashimoto-Thyreoiditis dar, da 95% der
HT-Patienten Anti-TPO positiv sind und 70% der Patienten Anti-Tg-Antikorper haben
(8 S. 738 f.). Selten werden zusétzlich noch hemmende TSH-Rezeptor-Antikorper
gebildet. Interessanterweise hat auch die Bildung von Autoantikdrpern eine
Geschlechterpriaferenz. Li et al. beschrieben eine positive Korrelation der
Autoantikdrper mit weiblichem Geschlecht und hoherem Alter (16). Ahnliche
Ergebnisse beziiglich des Geschlechts hat auch die Follow-up-Studie des ,,Whickham
survey* gezeigt (24). Lange wurde kontrovers diskutiert, welche Rolle die
Autoantikdrper bei der Pathogenese der Hashimoto-Thyreoiditis spielen. Sind sie nur
ein Epiphdnomen oder kommt es durch eine Antikdrper-vermittelte Zytotoxizitit zur
Schilddriisenfollikeldestruktion? Nach aktuellem Wissensstand ist die Mehrheit der
Autoren davon {iberzeugt, den Autoantikorpern keine Bedeutung bei der
Krankheitsinitiation beizumessen (25,26). Die Hashimoto-Thyreoiditis wird wesentlich
als T-Zell-vermittelte Erkrankung angesehen (18,27). Im Rahmen der diagnostischen
Abklarung erfolgt auch eine Sonografie der Schilddriise, diese stellt sich meist echoarm
dar (11). Histologisch ist die HT charakterisiert durch einen progredienten Ersatz der
Schilddriisenfollikel und einer Infiltration mit B-Zellen, T-Zellen, follikuldren und
interdigitierenden Dendritischen Zellen (3).

Therapeutisch ist im Falle einer Hypothyreose eine lebenslange L-Thyroxin-
Substitution Mittel der ersten Wahl, wobei es unerldsslich ist, regelméfBig das TSH und
das freie T4 des Patienten zu kontrollieren, um die Hormondosis gegebenenfalls
anzupassen (7). Kurativ ldsst sich der Krankheitsprogress nicht beeinflussen, mit einer

optimalen Therapie ist die Lebenserwartung allerdings normal (28).



1.2 Die Antigene: Thyreoglobulin und Thyreoperoxidase

Tg und TPO sind schilddriiseneigene Strukturen mit wichtigen Funktionen fiir die
Schilddriisenhormonsynthese. Welches der beiden das Hauptziel im Autoimmunprozess
der Hashimoto-Thyreoiditis ist, wird seit vielen Jahren kontrovers diskutiert.
Thyreoglobulin ist ein groBes homodimeres Protein, es wird im rauen
Endoplasmatischen Retikulum von Thyreozyten gebildet und ins Follikellumen
sezerniert. Es ist der Vorldufer und zugleich Speicher der Schilddriisenhormone
Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) (2,27) (Abb. 1). Die Freigabe der Hormone ins
Blut erfolgt nach Proteolyse des Thyreoglobulins und obliegt einem
Feedbackmechanismus  zur  Hypophyse, je nach  Hormonbedarf.  Die
Schilddriisenhormone haben einen positiven Einfluss auf Wachstum, Entwicklung und
Hirnreifung, sie beeinflussen den Stoffwechsel, die Nervenleitgeschwindigkeit und die
kardiale Katecholaminwirkung (29,30).

Thyreoperoxidase ist ein groes membrangebundenes Enzym (Glykoprotein) an der
apikalen Oberfliche der Thyreozyten (dem Kolloid zugewandt) und besteht aus 933
Aminosdureresten (31,32). Das TPO-Gen ist auf Chromosom 2 lokalisiert, die TPO-
Expression wird durch schilddriisenspezifische Transkriptionsfaktoren wie TTF-1, TTF-
2 und Pax8 kontrolliert (33). TPO hat eine Schliisselfunktion bei der
Schilddriisenhormonsynthese mit drei Hauptaufgaben: die Oxidation von Jod, den
Einbau von Jodid in Thyreoglobulin (Jodisation) und die oxidative Kopplung von
Monojodtyrosin (MIT) und Dijodtyrosin (DIT) zu den Schilddriisenhormonen T3 und
T4. Aus zwei DIT-Molekiilen wird T4, wéhrend ein MIT und ein DIT zu T3 verkniipft
werden (2,33) (Abb. 1).
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Abb. 1: Die Rolle von TPO und Tg in der Schilddriise

Das zirkulierende Jodid wird aus dem Blut aktiv iiber den Natrium-Jodid-Symporter in der
basalen Thyreozytenmembran aufgenommen (Jodination). Das apikale membrangebundene
Glykoprotein Thyreoperoxidase hat drei Hauptaufgaben: die Oxidation von Jod, den Einbau von
Jodid in Thyreoglobulin (Jodisation) und die Kopplung von MIT und DIT zu T3 oder 2 DIT zu
T4. Thyreoglobulin wird im rauen Endoplasmatischen Retikulum der Thyreozyten gebildet und
ins Follikellumen sezerniert, es ist sowohl Speicher als auch Vorstufe der Schilddriisenhormone.
(Abkiirzungen: MIT = Monojodtyrosin-Rest, DIT = Dijodtyrosin, Tyr = Tyrosinrest, I" = Jodid,
T3 = Trijodthyronin, T4 = Thyroxin). Inspiriert durch (34).

1.3 Die Kontroligruppe: Strumapatienten

Eine Struma ist eine Schilddriisenvergroferung iiber 18 ml bei Frauen und iiber 25 ml
bei Midnnern, unabhingig von der Stoffwechsellage. Die meisten Strumapatienten sind
euthyreot, das basale TSH ist also normwertig. Deutschland ist ein Jodmangelgebiet,
sodass etwa 30% aller Erwachsenen von einer endemischen Struma betroffen sind.
Rauchen und weibliches Geschlecht werden als weitere Risikofaktoren angesehen (22).

Seltenere Atiologien sind sporadische oder genetisch bedingte Strumaerkrankungen

(35).




Pathogenetisch kommt es durch den Jodmangel zu einer Produktion der
Wachstumsfaktoren EGF (epidermal growth factor) und IGF 1 (insulin-like growth
factor I) in der Schilddriise, was in einer Thyreozytenhyperplasie resultiert. Weiterhin
entsteht durch den Jodmangel auch ein Thyroxin- und Trijodthyroninmangel, was
wiederum zur Schilddriisenstimulation durch TSH aus dem Hypophysenvorderlappen
fiihrt und folglich zur Thyreozytenhypertrophie (8 S. 728). Aus einer einfachen
SchilddriisenvergroBerung kann im Verlauf eine Struma uni- oder multinodosa
entstehen, woraus sich eine Schilddriisenautonomie entwickeln kann. Dies kann
potentiell zu einer Hyperthyreose fiithren. In selteneren Féllen kommt es zur Entstehung
kalter Knoten, von denen 4% zu einem Schilddriisenkarzinom entarten. Diagnostisch
sind neben einer endokrinen Anamnese auch die Bestimmung des basalen TSH,
fakultativ auch des freien T4 sowie eine Schilddriisensonografie indiziert (36).

Therapeutisch ist eine orale Jodid-Substitution das medikamentose Mittel der ersten
Wahl bei Strumapatienten ohne autonome Adenome. Auch eine Kombinationstherapie
mit L-Thyroxin ist moglich, um die TSH-Sekretion als Wachstumsstimulus zu
reduzieren. Im Verlauf sollte es dadurch zu einer Volumenreduktion der Schilddriise
kommen, regelméfige Kontrolluntersuchungen sind notwendig (37,38). Bei groflen
Strumen, die bereits zu einer Verdringung der Trachea und Schluckbeschwerden
fithren, ist eine operative Resektion indiziert. Bei inoperablen oder Rezidivstrumen ist

eine Radiojodtherapie eine gute Option (36).

1.4 Human leukocyte antigens

Humane Leukozytenantigene (HLA) sind polymorphe membrangebundene
Glykoproteine auf der Oberfliche von allen kernhaltigen Zellen. Sie dienen der
interzelluliren Erkennung und der Unterscheidung zwischen ,,selbst* versus ,,fremd*
durch T-Zellen. Sie sind als Gengruppe im major histocompatibility complex (MHC)
auf Chromosom 6 kodiert. Es gibt drei Genklassen (HLA I-III, Abb. 2) mit jeweils zwei
HLA-Merkmalen pro Genort, ein maternales und ein paternales (Heterozygotie). HLA
ist das humanspezifische MHC (39).

Humane Zellen exprimieren klassischer Weise sechs verschiedene MHC I-Molekiile mit
insgesamt 266 Allelen und acht verschiedenen MHC II-Molekiilen. Von jedem Molekiil
befinden sich bis zu 250 000 Kopien auf der Zelloberflache (40). Molekiile der HLA-
Klasse 1 (HLA-A/B/C) und II (DR, DQ, DP) dienen der Prédsentation von



Peptidfragmenten zur Erkennung von korpereigenen Zellen und Pathogenen. Diese
werden von T-Zellen erkannt, woraufhin eine Erregerabwehr erfolgen kann. HLA-
Klasse III-Gene (C2, Bf, C4A, TNF, C4B) kodieren fiir Komplementfaktoren und
Tumornekrosefaktoren (TNF) (40).

HLA Klasse 11 HLA Klasse 1 HLA Klasse 111
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DP DQ DR C C Bf TNF B C A
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Abb. 2: Lokalisation der drei HLA-Genklassen (I-III) auf Chromosom 6
Pro Klasse sind 3-4 Merkmale (B, C, A etc.) exemplarisch dargestellt, stellvertretend fiir eine
Vielzahl von Merkmalen und Allelen. (TNF = Tumornekrosefaktor). Inspiriert durch (8).

Die MHC I-Molekiile kommen auf fast allen kernhaltigen Zellen vor und bestehen aus
einer polymorphen schweren Kette mit drei a-Doménen und einem invarianten [3,-
Mikroglobulin (Abb. 3). Das MHC I-Molekiil kann Peptide mit einer Lénge von 8-10
Aminoséduren binden. Intrazelluldre Proteine aus dem Zytosol werden im Proteasom zu
Peptiden fragmentiert und dann mittels Peptidtransporter TAP (Transporter associated
with antigen processing) ins Endoplasmatische Retikulum transportiert, um dort an ein
MHC I-Molekiil gekoppelt zu werden. Der reife Komplex wird durch den Golgi-
Apparat hindurch in Vesikeln an die Zelloberflache verlagert (41). Der T-Zell-Rezeptor
von zytotoxischen CD8" T-Zellen bindet den MHC-Antigen-Komplex. Zur Aktivierung
der T-Zelle bedarf es einer zusétzlichen Stimulation durch Korezeptoren wie dem CDS8-
Rezeptor. Auch korpereigene Zellproteine werden auf MHC I préisentiert, die T-Zelle
bindet diese, wird dadurch aber nicht aktiviert (Selbsttoleranz) (41).

Das MHC II-Molekiil kommt auf APCs (professionelle Antigen-prasentierende Zellen)
vor, wie B-Lymphozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen. Es besteht aus einer
a- und einer B-Kette mit jeweils zwei Doménen (Abb. 3) und bindet ldngere Peptide
(12-24 Aminoséduren lang) (40). Die Hauptaufgabe besteht in der Prdsentation von
extrazelluliren Proteinen, die per Endozytose in die APC aufgenommen und im
Endosom zu Peptidfragmenten gespalten werden. Die Kopplung an das MHC II-
Molekiil erfolgt im Endoplasmatischen Retikulum. AnschlieBend wird das Fragment der

invarianten Kette CLIP (class-II-associated invariant chain peptide), welches eine




vorzeitige ungezielte Peptidbindung verhindern soll, im lysosomalen- und endosomalen
Protein HLA-DM abgespalten (39,42).

Der Komplex wird an die Zelloberfliche transportiert und durch den T-Zell-Rezeptor
und den CD4"-Korezeptor gebunden. Die T-Helferzelle wird somit aktiviert und kann
mittels Zytokinsekretion B-Zellen zur Antikorperproduktion oder T-Zellen zur Zytolyse
stimulieren, um die Erreger zu bekdmpfen (39). Dass T-Zellen Antigene nur binden
konnen, wenn sie zuvor aufbereitet und auf MHC-Molekiilen présentiert wurden,
beschrieben Zinkernagel und Doherty bereits 1974 als MHC-Restriktion (43).

Zwei wichtige Eigenschaften des MHC machen das menschliche Immunsystem so
effektiv in der Abwehr von unsagbar vielen Pathogenen: die Polygenie und der
Polymorphismus. Der MHC ist polygen, denn er enthilt multiple MHC I- und MHC II-
Gene, sodass jeder Mensch eine individuelle Zusammensetzung von MHC-Molekiilen
besitzt (auBer eineiige Zwillinge). Das fiihrt zu einer unterschiedlichen Bandbreite der
spezifischen Epitop-Bindungsmoglichkeiten und somit der Antigenspezifitit der T-
Zellen. Polymorph ist der MHC, weil es multiple Varianten eines jeden Gens innerhalb
der Bevolkerung gibt (39). Innerhalb von Stimmen und Vd&lkern haben sich
unterschiedliche HLA-Subtypen schwerpunktméBig durchgesetzt, unter anderem
bedingt durch einen Selektionsdruck durch regionale Pathogene. Dies zeigt sich
beispielsweise an der hohen Frequenz von HLA-B*5301 in Westafrika, welches sich
dort protektiv gegen Malaria bewidhrt hat. Dass diese Féahigkeit in Ostafrika bereits
verloren gegangen ist, macht wiederum deutlich, dass Pathogene sich im Verlauf an die
hiufigsten HLA-Subtypen adaptieren konnen (40).

Die klinische Bedeutung von HLA-Merkmalen zeigt sich unter anderem anhand von
Krankheiten, die mit bestimmten HLA-Subgruppen assoziiert sind, wie beispielsweise
bei Patienten mit Morbus Bechterew, von denen die Majoritit das HLA-B27-Merkmal
tragen (44). Auch bei TransplantatabstoBung von Organen und Knochenmark zeigt sich
die medizinische Relevanz der HLA-Merkmale. Spender und Empfinger werden
moglichst gut HLA-gematched und der Empfinger wird immunsupprimiert, um die
Gefahr einer AbstoBungsreaktion zu minimieren (45).

In der Datenbank http://www.allelefrequencies.net kann man unter anderem die
regionale Verteilung von HLA-Subtypen in einer Bevdlkerung nachschlagen (46). Laut
Datenbank ist HLA-A2 in Deutschland eindeutig das hdufigste HLA-Merkmal mit
49,9%.
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Abb. 3: Antigen-Prisentation mittels MHC-Molekiilen

CD8" zytotoxische T-Zellen erkennen mittels T-Zell-Rezeptor (TZR) und kostimulierendem
CD8-Rezeptor das Antigen auf dem MHC I-Molekiil (bestehend aus einer a-Kette mit drei
Doménen und einem [3,-Mikroglobulin), prédsentiert von kernhaltigen Zellen. Das MHC II-
Molekiil auf professionell Antigen-priasentierenden Zellen (APC) besteht aus einer a- und einer
B-Kette mit je zwei Doméinen und prisentiert das Antigen CD4" T-Zellen, die es mithilfe ihres
T-Zell-Rezeptors und des CD4-Korezeptors binden konnen.

(Abkiirzungen: MHC = major histocompatibility complex, T-L. = T-Lymphozyten). Inspiriert
durch (39).

1.5 Das Immunsystem und zytotoxische T-Zellen

Das Immunsystem ist ein komplexes Zusammenspiel von zelluldren und humoralen
sowie angeborenen und spezifischen Komponenten zur Abwehr von Infektionen und
Tumorerkrankungen (41). Die angeborene Immunitit dient der schnellen, aber
unspezifischen Abwehr von Pathogenen.

Die erworbene Immunabwehr erfolgt etwas verzogert, ist aber spezifisch, dazu gehoren
z.B. die Antikorper-Produktion durch B-Zellen oder die T-Zell-vermittelte

Zytotoxizitit. Beide Mechanismen greifen ineinander und beeinflussen sich gegenseitig.



Die Schliisselrolle in der erworbenen zelluliren Immunabwehr spielen T-Zellen. Sie
entstehen im Knochenmark und migrieren zum Thymus um dort zu reifen (41). Dabei
kommt es zu einer Reorganisation von Gensegmenten und der Entstehung eines
spezifischen T-Zell-Rezeptors (TZR). Dieses transmembrane Antigen-Bindungsmolekiil
besteht aus einer a- und f-Region und bindet antigene Epitope (47). Allerdings konnen
T-Zellen Antigene nur binden, wenn sie durch Antigen-prisentierende Zellen zu kurzen
Peptiden prozessiert und im MHC-Molekiil priasentiert werden. Dies wird als MHC-
Restriktion bezeichnet (48). Lange Zeit wurde angenommen, dass ein T-Zell-Rezeptor
spezifisch fiir ein einziges Epitop ist. Diese Ansicht gilt mittlerweile als tiberholt.
Vermutlich kann eine T-Zelle ungefihr 1 x 10° strukturell-dhnliche MHC-assoziierte
Epitope erkennen (49). Des Weiteren gibt es unterschiedliche modifizierte Peptid-
Liganden, die zu verschiedenen Immunantworten fiihren: Agonisten im Sinne von
stimulatorischen Liganden (fiihren zur Aktivierung, klonaler Expansion und
Differenzierung der T-Zelle), Partial-Agonisten (induzieren Zytokinproduktion und
Zytolyse aber keine T-Zell-Proliferation) und Antagonisten (kdnnen T-Zell-Aktivierung
verhindern) (41,42,50).

Zur Aktivierung einer zytotoxischen T-Zelle bedarf es allerdings nicht nur einer
spezifischen = T-Zell-Rezeptor-Bindung  des  Antigens, sondern  zusétzlich
kostimulierenden Signalen, wie die Interaktion von CD28 (auf der T-Zelle) mit B7 (auf
APC), sowie CD28 mit CD80/86 (auf Dendritischen Zellen). Folglich kommt es dann
zur Proliferation und IL-2-Ausschiittung der T-Zelle. Durch Interaktion von B7 mit
CTLA-4 (Cytotoxic ~T-Lymphocyte Antigen 4) kommt es hingegen zur
Herunterregulation der T-Zelle (51). Des Weiteren hingt die T-Zell-Aktivierung von
der Antigen-Dichte auf den APCs und der Stabilitdt der Bindung zwischen Antigen und
MHC-Molekiil ab (42).

Je nach Differenzierungsstatus der T-Zelle entwickelt sich diese von einer naiven T-
Zelle zu einer Gedéachtnis-T-Zelle (kann die Zielzelle nicht direkt téten, aber proliferiert
und bildet Zytokine nach Antigenbindung) und letztlich zur Effektor-T-Zelle
(Interferon-y-, Granzym- und Perforin positiv). Dabei nimmt die Zytotoxizitdt im
Verlauf zu und die Oberflaichenmarker verdndern sich (41).

Die Einteilung reifer T-Lymphozyten erfolgt aufgrund ihrer Zelloberflichenmolekiile in
T-Helferzellen (CD4") oder zytotoxische T-Zellen (CD8"). Beide lassen sich abhingig
von ihrem Zytokinsekretionsprofil in zwei Subtypen einteilen: T-Helferzellen Typ 1

(kurz Th1) und zytotoxische T-Zellen vom Typ 1 (kurz Tcl). Sie produzieren vor allem



INF-y und induzieren in ihren Zielzellen (beispielsweise virusbefallene Zellen)
Apoptose mittels Perforin oder Fas-vermittelt. Th2- und Tc2- Zellen sezernieren
malgeblich IL-4 und IL-5 und agieren Perforin-vermittelt (52).

Die Aufgabe der CD8" T-Zellen besteht darin, virusinfizierte Korperzellen und
Tumorzellen zu zerstren (41). Es gibt drei Hauptmechanismen der CD8" T-Zell-
vermittelten Zytotoxizitdt. Erstens direkt durch Granzym B- und Perforin-Ausschiittung
in den interzelluliren Zwischenraum zur Zielzelle hin. Zweitens indirekt iiber die
Sekretion von Tumornekrosefaktor-o und Interferon-y, was zur Apoptoseinduktion iiber
den Kaspase-Signalweg fiihrt. Drittens kann die Apoptoseinduktion mittels FasLigand
auf der T-Zelle und Fas (= CD95) auf der Zielzelle, alias ,,Todesrezeptor-Stimulation*
erfolgen (41).

1.6 Autoimmunitat versus Toleranz

Bei Autoimmunerkrankungen kommt es zu einer Abwehrreaktion von Immunzellen
gegen korpereigene Antigene, die Selbsttoleranz bricht zusammen (2,23). Andererseits
konnten Studien zeigen, dass auch im Blut gesunder Individuen autoreaktive T-Zellen
vorkommen, ohne dem Menschen zu schaden. In der Regel handelt es sich dabei um
gering affine T-Zell-Rezeptoren fiir Autoantigene (53).

Um die autoreaktiven Immunzellen unter Kontrolle zu halten, gibt es zentrale und
periphere Toleranz-Mechanismen. Die zentrale Toleranz erfolgt im Thymus und
umfasst die Deletion von autoreaktiven T-Zellen (54). Dabei kommt es zundchst zum
Uberleben und Klonen derjenigen Vorldufer-T-Zellen, dessen T-Zell-Rezeptor mit
geringer Aviditdt an Selbstpeptid-MHC-Komplexe auf Thymusepithelzellen binden
konnen (Positivselektion) (42). Im Gegensatz dazu gehen Vorldufer-T-Zellen, die einen
T-Zell-Rezeptor exprimieren, der hoch affin fiir Selbstpeptide ist, in Apoptose
(Negativselektion) (42).

Ein Teil der autoreaktiven T-Zellen entgeht der Deletion im Thymus und gelangt in die
Peripherie (55). Periphere Toleranz beschreibt die Kontrolle von autoreaktiven T-Zellen
in der Peripherie. Dort gibt es T-Zell-intrinsische und extrinsische Mechanismen, um
den Ausbruch einer Autoimmunitit zu verhindern. Zu den intrinsischen Mechanismen
zahlen Ignoranz, Anergie, nicht-pathogene Zytokinsekretion und aktivierungsinduzierte
Apoptose der autoreaktiven T-Zelle. Wenn die selbstreaktive T-Zelle das Autoantigen

nicht bindet, weil es nicht oder nicht in ausreichenden Mengen verfiigbar ist, wird dies



als Ignoranz bezeichnet (54). Zur funktionellen Inaktivierung (Anergie) kommt es durch
eine partiale oder insuffiziente Stimulation der T-Zelle nach Autoantigen-Bindung.
Hierbei wird eine Beteiligung von T-Zell-Molekiilen wie CTLA-4 (56-58) und PD-1
(programmed cell death 1) vermutet (54). Die ,nicht-pathogene Zytokinsekretion*
beschreibt eine vollstindig durch Antigen-Bindung aktivierte autoreaktive T-Zelle, die
ihr Zytokinsekretionsprofil dndert, in Richtung eines nicht-pathogenen Typ 2-Profils,
sodass es folglich nicht zum Zellschaden kommt. In Tiermodellen konnte eine
reduzierte Autoimmunitét durch Typ 2-Zytokine (IL4, ILS5, IL10) bei experimenteller
Autoimmun-Encephalomyelitis (EAE) und Diabetes mellitus nachgewiesen werden
(59,60). Beim aktivierungsinduzierten Zelltod der autoreaktiven T-Zelle kommt es nach
Antigen-Bindung und T-Zell-Aktivierung zur Apoptose durch Hochregulation des
FasLiganden (61,62).

Zu den extrinsischen peripheren Toleranzmechanismen gehoren Dendritische Zellen
und Regulatorische T-Zellen. Wenn Dendritische Zellen ein Fremdantigen wihrend
einer Infektion binden, werden sie aktiviert und regulieren auf ihrer Oberfliche MHC II
sowie kostimulierende Molekiile (z.B. ICAM-1 = Intercellular Adhesion Molecule 1)
hoch. Sie produzieren Zytokine wie IL-12, um vor allem CD4" T-Zellen zu aktivieren.
Einen anderen Mechanismus beschrieben Kurts et al. 1996 als sogenannte
Kreuzprésentation. Dabei sind Dendritische Zellen auch in der Lage, Pathogene (also
exogene Antigene) nach Aufnahme und Prozessierung iiber MHC I-Molekiile CD8"
zytotoxischen T-Zellen zu présentieren und diese zu aktivieren. Bis zu diesem Zeitpunkt
wurde angenommen, dass zytotoxische T-Zellen nur durch die Antigen-MHC-I-
Bindung der infizierten Zelle aktiviert werden konnen und eine Zytolyse durchfiihren
(61,63). Selbst-Antigene werden von Dendritischen Zellen (DC) kontinuierlich
gesammelt und den T-Zellen prisentiert und zwar erstens, klassisch mittels MHC 11,
wobei die DC dadurch nicht aktiviert wird und die T-Zelle nicht stimuliert. Normale T-
Zellen werden durch Autoantigene nicht aktiviert, sie reagieren mit Toleranz. Zweitens
konnen Selbst-Antigene auch mittels Kreuzpridsentation von Dendritischen Zellen
mittels MHC I présentiert werden.

Treffen diese dann auf autoreaktive CD8" T-Zellen, kommt es laut Kurts et al. zu einer
aktivierungsinduzierten T-Zell-Apoptose (wesentlich mittels Fas/FasLigand) und somit
zu einer Abwehr von Autoimmunitdt, was als Kreuztoleranz bezeichnet wurde
(61,63,64). Dendritische Zellen stellen somit einen wichtigen Regulationsmechanismus

zwischen Selbstantigen und (autoreaktiver) T-Zelle dar. Eine weitere Zellpopulation



trdgt wesentlich zur Verhinderung von Autoimmunitét bei: Regulatorische T-Zellen
(kurz Tys). Diese CD4" CD25" Zellen (auch charakterisiert durch den
Transkriptionsfaktor Foxp3 (65)) sind involviert in die Prdvention von
Autoimmunkrankheiten, Allergien, OrganabstoBungsreaktionen und Grafi-versus-Host-
Disease (66) durch Suppression von Immunzellen, wie T-Zellen, Natiirliche
Killerzellen, B-Zellen und Dendritische Zellen (67). Sie entstehen auf zwei
verschiedenen Wegen. Die natiirlich vorkommenden T, entstehen bereits im Thymus
als eine T-Zell-Subgruppe mit einer breiten T-Zell-Rezeptorvariabilitidt zur Erkennung
von Selbst- und Fremdantigenen (68). Andererseits gibt es induzierte Ty, die in der
Peripherie aus CD4" T-Zellen durch bestimmte Stimulationsbedingungen entstehen
(68). Zur Ty -Bildung im Thymus und zum Uberleben und der Aktivierung in der
Peripherie bedarf es wesentlich einer Stimulation durch Interleukin-2 (69), wobei eine
Interaktion des Korezeptors CD28 mit B7 auch eine Rolle bei der Entstehung im
Thymus spielt (70). Es gibt multiple Interventionsmechanismen der Regulatorischen T-
Zellen, um Effektorzellen direkt oder indirekt iiber Dendritische Zellen zu modulieren,
teilweise durch Sekretion immunsupprimierender Zytokine wie IL-10 und TGF-B1 oder
mittels Zell-Zell-Kontakt mit der Effektorzelle (67,68). Dabei inhibieren die Ty die
Proliferation der Effektorzelle und deren IL-2-Produktion (71). Die Bedeutung von
CTLA-4 wird in diesem Zusammenhang kontrovers diskutiert. Wihrend Wing et al. in
einem CTLA-4-defizienten Mausmodell das Entstehen von Autoimmunerkrankungen
beschreiben (72), konnten Tran et al. trotz CTLA-4-Blockierung mittels Antikorper
keine Einschrinkung in der T.g-Reaktion feststellen (73). Die protektive Rolle von
regulatorischen T-Zellen gegen Autoimmunitit ist mittlerweile unbestritten, wie anhand
zahlreicher Tiermodelle bewiesen wurde (68). Beispielsweise konnte durch Studien mit
Nacktméusen ohne Thymus gezeigt werden, dass das Fehlen von Regulatorischen T-
Zellen zu multiplen Autoimmunerkrankungen der Mause fiihrte (54).

Zur Entstehung von Autoimmunitidt gibt es drei wesentliche Theorien: Epitope

Spreading, Molekulares Mimikry und Bystander-Aktivierung.

1.6.1 Epitope Spreading
Ein Epitop ist eine antigene Determinante oder eine Seite einer Antigen-Oberflache,
woran ein Antikorper oder ein T-Zell-Rezeptor binden konnen (74). Epitope, die

aufgrund ihrer Lokalisation unzuginglich fiir das Immunsystem sind, werden als



kryptisch definiert. Immunzellen konnten diesen versteckten Epitopen gegeniiber keine
Selbsttoleranz entwickeln. Sofern das Autoantigen nicht im Thymus verfiigbar ist, kann
es folglich nicht zur Negativselektion der autoreaktiven T-Zellen kommen (42). Wenn
diese Epitope dann durch einen Gewebeschaden oder eine Inflammation in den Umlauf
des Organismus gelangen (bezeichnet als Epitope spreading), kommt es zu einer
Abwehrreaktion der als fremd wahrgenommenen Epitope (75,76). An einem
Mausmodell fiir Multiple Sklerose wurde das Epitope Spreading untersucht. Theiler's
muriner Encephalomyelitis-Virus induzierte dabei die Aktivierung von autoreaktiven T-

Zellen gegen endogene Myelin-Epitope (77).

1.6.2 Molekulares Mimikry

Kommt es im Rahmen einer viralen oder bakteriellen Infektion zur Aktivierung von T-
Zellen und/oder B-Zellen durch pathogene Epitope, kann es durch eine strukturelle
Ahnlichkeit mit korpereigenen Epitopen (Molekulares Mimikry) zu einer Kreuzreaktion
kommen. Die Immunzellen richten sich im Anschluss an die Infektabwehr gegen die
Autoantigene (78,79). Quaratino et al. fanden beziiglich der besagten strukturellen
Ahnlichkeit der Epitope heraus, dass T-Zellen nicht direkt die Primérsequenzen der
Peptide erkennen, sondern deren antigene molekulare Oberflache (48). Verschiedene
Tiermodelle konnten die These der Autoimmunitidt durch ein Molekulares Mimikry
veranschaulichen, wie beispielsweise die Induktion einer murinen experimentellen
autoimmunen Encephalomyelitis (analog zur humanen Multiplen Sklerose) durch virale
Peptide. Diese dhnelten dem MBP (Myelin Basic Protein), dem Zielmolekiil der T-Zell-
vermittelten Autoimmunitit (79). Das rheumatische Fieber, das nach einer Infektion mit
Streptokokken der Gruppe A entsteht, gilt als Beispiel eines Molekularen Mimikry mit

anschlieender Autoantikorper-vermittelter Autoimmunerkrankung (80).

1.6.3 Bystander-Aktivierung (,,Zuschaueraktivierung‘)

Virusinfektionen fiihren zu einer Abwehrreaktion verschiedener Immunzellen und zu
einer Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen (54). Die Zuschaueraktivierung
beschreibt eine indirekte oder unspezifische Aktivierung von Immunzellen, wihrend sie
sich in einem inflammatorischen Milieu von anderen aktivierten Immunzellen befinden

(81). Es kommt zu einer Zuschaueraktivierung einer autoreaktiven T-Zelle, wenn sie in



der Nihe einer aktivierten Dendritischen Zelle ist, die immunstimulierende Zytokine
sezerniert (80).

Erforscht wurde die Bystander-Aktivierung beispielsweise an NOD-Mausen (nonobese
diabetic) mit Typ 1 Diabetes mellitus. Durch eine Virusinfektion wurden dabei im
Pankreas Antigen-prisentierende Zellen aktiviert, die wiederum lokale autoreaktive T-
Zellen indirekt aktivierten. Diese griffen die Inselzellen an, was letztlich zur Diabetes-

Entwicklung fiihrte (80).



2 ZIEL DER ARBEIT

Das Ziel meiner Doktorarbeit war die Quantifizierung und Charakterisierung der
Thyreoperoxidase- und Thyreoglobulin-epitopspezifischen CD8" T-Zellen im Blut und
in Schilddriisenpunktaten von Hashimoto-Thyreoiditis-Patienten. Die Ergebnisse
wurden mit denen von Kontrollgruppen (Strumapatienten, Gesunde) verglichen.
Zusammenhinge zwischen der Anzahl der epitopspezifischen CD8" T-Zellen und der
Hohe der Serumautoantikorper Anti-TPO und Anti-Tg wurden analysiert. Die Anzahl
der autoreaktiven CD8" T-Zellen wurde in Relation zur HT-Krankheitsdauer betrachtet.
Unterschiede in der Lyseinduktion durch sechs verschiedene TPO- und Tg-Epitope

wurden ermittelt.

2.1 Problemstellung: das Hauptziel der Autoimmunitat

Nach aktuellem Wissenstand konnte bislang nicht ausreichend geklért werden, welches
der beiden Antigene, Thyreoperoxidase oder Thyreoglobulin, entscheidender an der
Initiation und am Progress der Hashimoto-Thyreoiditis beteiligt ist, beziehungsweise ob
eines der beiden das Hauptziel fiir die Autoimmunitit darstellt. Die Wissenschaft bietet
diesbeziiglich zahlreiche kontroverse Studien. Obwohl die Infiltration und Zerstérung
der Schilddriise durch epitopspezifische zytotoxische T-Zellen im Vordergrund dieser
Erkrankung stehen, sind diese autoreaktiven Zellen nicht wesentlich in die Diagnostik
eingegangen. Diagnostischer Goldstandard ist der Nachweis der Serumautoantikorper

Anti-TPO und Anti-Tg.

2.2 Fragestellungen
Aus der Problemstellung ergaben sich mehrere interessante Fragestellungen, die es zu
untersuchen galt:

e Sind autoreaktive TPO- und Tg-spezifische CD8" T-Zellen bei Hashimoto-
Patienten im peripheren Blut nachweisbar — und wenn, gibt es eine Dominanz
eines der beiden Epitope, sodass daraus ein autoimmunes Hauptziel erkennbar
ist? Ist das Ergebnis in der Schilddriise dieser Patienten dhnlich?

e Wie verhilt sich die Anzahl dieser zytotoxischen CD8" T-Zellen im Vergleich
zu den Serumautoantikdrpern Anti-TPO und Anti-Tg? Gibt es eine Korrelation?
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e Sinkt oder steigt die Anzahl der autoreaktiven epitopspezifischen T-Zellen im
Krankheitsverlauf der Hashimoto-Thyreoiditis liber Jahre? Lisst sich hier eine
Dominanz von Thyreoperoxidase oder Thyreoglobulin ausmachen?

e Fiihren verschiedene TPO- und Tg-Epitope zu unterschiedlichen Lyseraten
durch epitopspezifische CD8" T-Zellen von Hashimoto-Patienten bei

funktionellen Zytotoxizitétstests in vitro?

2.3 Methodischer Ansatz

Um die CD8" T-Zellen zu quantifizieren, wurden diese aus dem peripheren Blut sowie
aus Schilddriisenaspirationspunktaten isoliert, mit je drei TPO- und Tg-Tetrameren
gefirbt und mittels Durchflusszytometrie gemessen. 37 HLA-A2" Hashimoto-Patienten
mit 5 Feinnadelpunktaten zéhlten zur Experimentalgruppe, wihrend die Kontrollgruppe
aus 16 HLA-A2" Strumapatienten (mit 7 Schilddriisen-Punktaten), 3 HLA-A2’
Hashimoto-Patienten sowie 10 gesunden Personen bestand. Die Ergebnisse der
Tetrameranalysen wurden mittels Prism Graph Pad statistisch ausgewertet und
hinsichtlich eines Zusammenhangs zu der Hohe der Autoantikérper Anti-TPO und Anti-
Tg untersucht. Weiterhin wurde analysiert, wie sich die Anzahl der epitopspezifischen
CD8" T-Zellen im Krankheitsverlauf der Hashimoto-Thyreoiditis iiber Jahre verhilt.
Um die funktionelle Lysekapazitit von epitopspezifischen CD8" T-Zellen von HLA-
A2" HT-Patienten beziiglich der sechs verschiedenen Epitope in vitro zu testen, wurden
Zytotoxizititstests mithilfe von Annexin/Propidiumiodid-Farbungen durchgefiihrt.
Monozyten (Zielzellen) und die CD8  T-Zellen (Effektorzellen) wurden hierfiir
kokultiviert und mit den TPO- und Tg-Epitopen gepulst.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material
3.1.1 Geriéte
Brutschrank Heraeus HERA cell Thermo Scientific,
Karlsruhe, Deutschland
Durchflusszytometrie- | FACS Calibur TM BD Bioscience, San Jose,
Gerit CA, USA
Fotomikroskop Nikon Digital Camera DXm Nikon, Tokyo, Japan
1200
Lichtmikroskop Leica DMIL Leica, Wetzlar,
Deutschland
Magnetische Magnetbank Miltenyi, Bergisch-
Zellseparation Gladbach, Deutschland
Pipetten STRIPETTE R costar”, Corning, New
Sml, 10 ml, 25 ml York, USA
Pipettierhilfen pipetus® HIRSCHMANN
Laborgerite, Eberstadt,
Deutschland
Mehrkanalpipette (12 Kanéle): | FINNPIPETTE,
Finnpipette Digital Labsystems, Helsinki,
Multichannel 50-300 pl Finnland
Vortexer Vortex-2-Genie Scientific Industries (SI),
New York, USA
Heidolph REAX 2000 Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland
Werkbank Heraeus HERA safe Thermo Scientific,
Karlsruhe, Deutschland
Zellzahlkammern NEUBAUER IMPROVED- Laboroptik, Friedrichsdorf,
Zahlkammer, Deutschland

0,100 mm Tiefe, 0,0025 mm?>
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Plastik-Einmal-Zdhlkammer:

SLIDE 10 with grids, 100
slides, Combination Coverslip-

Microscope Slides

HYCOR Biomedical, CA,
KOVA®, GLASSTIC® USA

Zentrifugen

Universal 30 RF
ROTIXA 120R

Hettich GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

3.1.2 Einmalmaterialien

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen TipOne”:

0,1-10 pl Extended Lenght Filter Tips
1-200 pl Graduated Filter Tips

1-100 ul Bevelled Filter Tips
101-1000 pl Extended Lenght Filter
Tips

Pipettenspitzen:

research: 50 ul, 100 ul, 1000 pl
variabel: 0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-
1000 pl

StarLab, Ahrensburg,
Deutschland

Magnetische

Zellisolation

MiniMACS™ Separator: fiir 1 Séule
OctoMACS™ Separator: fiir 8§ Sdulen

MACS" Separation Columns
(GroBe MS oder LS)

Miltenyi, Bergisch-
Gladbach, Deutschland

Probengefille

CPT-Rohrchen (Vacutainer Cell

BD Bioscience, San

Preparation Tubes) Jose, CA, USA
Cryo.s TM, Einfrierréhrchen, 1 ml greiner bio-one
Falcon-Rohrchen: CELLSTAR®,
Polypropylene Conical Tube Frickenhausen,
Falcon BLUE MAX TM, 50 ml und 15 | Deutschland

ml

FACS Tube Sarstedt®, Sarstedt,
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Falcon TM 5ml Polystyrene Round-

Bottom

Deutschland

Kulturplatten

6-well-Platten:
TC-Plate, 6 well, steril

greiner bio-one
CELLSTAR®,
Frickenhausen,

Deutschland

24-well-Platten:

Multiwell TM 24 well Tissue Culture
Plate,

flat bottom with low evaporation lid,

sterile

FALCON®, Lincoln
Park, New Jersey, USA

96-well-Platten:

TC-Plate, 96 well
e U-shape (= round bottom)
e V-shape
e flat-bottom

greiner bio-one
CELLSTAR®,
Frickenhausen,

Deutschland
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3.1.3 Losungen, Zusatze und Puffer

Aquadest:
Spiillésung/Irrigation Solution 1000 ml

Deltaselect GmbH, Pfullingen,
Deutschland

Erylysepuffer:
Buffer EL Erythrocyte lysis buffer 1000 ml

Qiagen, Hilden, Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma, Miinchen, Deutschland

FC-Receptor blocking reagent

Miltenyi, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

FCS (fetales Kilberserum)

L-Glutamin

GIBCO®, New York, USA

MACS Puffer

Miltenyi, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Penicillin, Streptomycin

RPMI 1640, 1x 2187, + L-Glutamine, 500 ml

GIBCO®, New York, USA

Ovalbumin

Glycotope Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland

Trypanblau-Losung 0,4%

Sigma, Miinchen, Deutschland

Vitaminlésung

GIBCO®, New York, USA

3.1.4 Zytokine

GM-CSF (= Granulocyte macrophage colony-

stimulating factor)

Interferon alfa

rhIL-2 (recombinant human Interleukin 2 )

E. coli-derived, 50 pg, > 97% Purity

rhIL-7 (recombinant human Interleukin 7)

E. coli-derived, 25 pg, > 97% Purity

rhIL-15 (recombinant human Interleukin 15)

E. coli-derived, 25 pg, > 97% Purity

R&D Systems, Minneapolis, USA
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Material und Methoden

3.1.5 Einfrier- und Kulturmedien

Einfriermedium e 20% DMSO (Dimethylsulfoxid)
e 80% FCS

TT- Medium e In RPMI 1640, 1x, 2187,
L-Glutamine, steril, (500 ml)
e 1% Penicillin/Streptomycin (5 ml)
e 10% FCS (50 ml)
e 1% Vitaminlosung (5 ml)
e 1% L-Glutamin (5 ml)

22



3.1.6 Fluoreszenzantikorper und Nekrosefarbungen

FITC-konjugierte Antikorper

Antikorper Isotyp (alle murin) Hersteller
CD3 IgG1 BD Bioscience, San Jose, CA,
CD8 IgG2a USA
CD45 IgG2b
CD69 IgGl1
IgG1 IgGl
IgG2b IgG2b

PE-konjugierte Antikorper
Antikorper Isotyp (alle murin) Hersteller
CD4 IgGl BD Bioscience, San Jose, CA,
CD8 IgG1 USA
CD14 IgGl1
CD25 IgGl1
CD45 IgG2b
HLA-A2 IgGl
IgG1 IgGl
IgG2a IgG2a
IgG2b IgG2b

APC-konjugierte Antikorper

Antikorper Isotyp (alle murin) Hersteller
CDS8 IgG1 BD Bioscience, San Jose, CA,
CD25 IgGl1 USA
CD45 IgGl1
IgGl IgGl

23




PerCP-konjugierte Antikorper

Antikorper Isotyp (alle murin) Hersteller

CDS8 IgGl BD Bioscience, San Jose, CA,
CD45 IgGl USA

IgGl IgGl

IgG2b IgG2b

Apoptose/Nekrose-Firbungen

Anti-Annexin V-APC AK

BD Bioscience, San Jose, CA, USA

Camptothecin (Topoisomerase-I-Inhibitor)

Propidiumiodid (PI)

Sigma, Miinchen, Deutschland

3.1.7 Peptide und Tetramere (HLA-A2-restringiert)
Alle kalkuliert durch die Datenbank SYFPEITHI (www.syfpeithi.de).

humane Thyreoperoxidase

Aminosduren- Bindungs- | Glycotope
Position affinitdt | Biotechnology,
TPO 1 857-865 LLIGGFAGL 31 Heidelberg,
TPO 2 3-11 ALAVLSVTL 29 Deutschland
TPO 3 118-126 ALSEDLLSI 29
humanes Thyreoglobulin
Aminosduren- Bindungs- | Glycotope
Position affinitit | Biotechnology,
Tg 1 2355-2363 GLLDQVAAL 31 Heidelberg,
Tg2 2750-2758 GLREDLLSL 30 Deutschland
Tg3 841-850 SLQDVPLAAL 30
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3.1.8 Isolations-Kits

Annexin V MicroBead Kit

CD14 MicroBeads human

CDS8" T Cell Isolation Kit human Miltenyi, Bergisch-Gladbach,
Dead-Cell Removal Kit Deutschland

Monocyte Isolation Kit IT human

Pan T Cell Isolation Kit II human

3.2 Patienten und Kontrollen

Die Akquirierung der Patienten erfolgte im Rahmen von Routine- und
Verlaufsuntersuchungen in der Ambulanz der Klinik fiir Endokrinologie, Diabetologie
und Rheumatologie des Universititsklinikums Diisseldorf. Es wurden keine
zusitzlichen invasiven Maflnahmen durchgefiihrt. Genehmigt wurde die Studie durch
die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitdt Disseldorf (Aktenzeichen Nr.
3354). Jeder Patient bekam eine schriftliche Information zur Studie, sowie eine
zusdtzliche Aufklarung durch einen Facharzt in der endokrinologischen Ambulanz. Eine
schriftliche Einverstindniserkldarung wurde von jedem Patienten eingeholt. Alle
Experimente wurden gemif der Prinzipen der Helsinki Deklaration durchgefiihrt.
Insgesamt haben 66 Personen die Studienbedingungen erfiillt (Diagnose eindeutig
bekannt, Serumantikérper der HT-Patienten vorhanden) und wurden in die Studie
eingeschlossen. Die Probanden setzten sich zusammen aus 49 Frauen und 17 Ménner im
Alter zwischen 19 und 77 Jahren (Mittelwert 45,2 Jahre; Median 44 Jahre), wobei
davon insgesamt 63 Personen HLA-A2" waren und 3 Personen HLA-A2. Zur
Experimentalgruppe zihlten 37 HLA-A2" HT-Patienten im Alter zwischen 19-67
Jahren (Mittelwert 44,1 Jahre; Median 45 Jahre, 33 Frauen und 4 Mainner). Zu den
Kontrollgruppen gehorten 3 HLA-A2" HT-Patienten im Alter von 34-38 Jahren
(Mittelwert 36,7 Jahre; Median 38 Jahre, 2 Frauen und 1 Mann), 16 HLA-A2"
Strumapatienten (Mittelwert 57,2 Jahre, Median 61 Jahre, Altersbereich 29-77 Jahre, 11
Frauen und 5 Minner), sowie 10 HLA-A2" gesunde Probanden zwischen 23 bis 52
Jahren (Mittelwert 32,7 Jahre; Median 26,5 Jahre, 3 Frauen und 7 Ménner).
Hashimoto-Thyreoiditis wurde definiert durch das Vorkommen von Thyreoperoxidase-

Autoantikdrpern (> 35 U/ml) und/oder Thyreoglobulin-Autoantikérpern (> 40 U/ml)
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sowie optional eine Hypoechogenitidt der Schilddriise bei der Sonografie. Fiir die
Korrelationsanalysen zwischen der Anzahl der epitopspezifischen CD8" T-Zellen und
der korrespondierenden Serumantikorper der HT-Patienten, beziehungsweise dem
Zeitpunkt der Krankheitsmanifestation, wurden nur Patienten ohne Schilddriisen-

Hormonsubstitution mit L-Thyroxin eingeschlossen.

3.3 Spezimen: Vollblut und Schilddriisenpunktat

3.3.1 Blutentnahme
Jeweils ein Rohrchen peripheres venoses Blut (ca. 8 ml) wurde von den Patienten in
heparinisierten CPT-Roéhrchen (Vacutainer Cell Preparation Tubes von BD Bioscience)

in der endokrinologischen Ambulanz entnommen.

3.3.2 Schilddrusenpunktion

Im Rahmen von Schilddriisen-Routinepunktionen in Form einer Aspirationszytologie
von Patienten mit Knotennachweis in der Schilddriise (Hashimoto- und Struma nodosa-
Patienten) wurde fiir diese Studie nur das Restgewebe in der Nadel, durch mehrmaliges
Spiilen mit isotoner Kochsalzlosung, verwendet, wiahrend der Hauptanteil des Gewebes
in der Zytopathologie untersucht wurde. Es wurden also keine zusitzlichen invasiven
MaBnahmen fiir die Studie durchgefiihrt. Deshalb konnten nur 12 geeignete
Schilddriisenpunktate (5 von HLA-A2" HT-Patienten und 7 von HLA-A2"
Strumapatienten von den insgesamt 66 oben beschriebenen Studienteilnehmern)
akquiriert werden. Die Feinnadelaspirationsbiopsie der Schilddriise erfolgte
ultraschallgesteuert mittels 23G Nadel von erfahrenen Fachérzten der Klinik fiir
Endokrinologie der Universitdtsklinik Diisseldorf. Das Schilddriisenaspirat der HT-
Patienten wurde mit dem von nicht-autoimmunerkrankten Struma nodosa-Patienten

verglichen.
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3.4 Methoden

3.4.1 Waschen und Zentrifugieren von Zellen

Falls nicht anders angegeben, wurden die Zellen mit MACS-Puffer oder PBS
gewaschen und bei 1400 rpm (ohne Bremse) bei 4°C 5 Minuten zentrifugiert (Universal
30 RF oder ROTIXA 120R). Bei ldngeren Wartezeiten wurden die Zellen dunkel auf
Eis gelagert.

3.4.2 Kryokonservierung von Zellen

Falls die Zellen nicht am selben Tag analysiert werden konnten, wurden sie in 1 ml-
Kryordhrchen iiberfiihrt und in einer Isopropanol-Einfrierbox bei -80°C eingefroren.
Das dafiir verwendete Einfriermedium, hergestellt aus 20% DMSO (Dimethylsulfoxid)

und 80% fetalem Kélberserum, wurde 1 : 1 mit der Zellsuspension vermischt.

3.4.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzdhlung erfolgte mithilfe einer Neubauer-Zihlkammer oder einer Plastik-
Einmal-Zdhlkammer unter einem Lichtmikroskop von Leica. Die Farbung der Zellen
mit 0,4% Trypanblau diente dabei der Unterscheidung zwischen vitalen und avitalen
Zellen, da nur avitale Zellen durch den Verlust ihrer Membranintegritit eine blaue

Farbe annehmen. Die absolute Zellzahl wurde wie folgt berechnet:

vitale Zellen a
x  Verdiinnungsfaktor X Gesamtvolumen (ml) x 10
gezdhlte GroRquadrate mind. 2 (wegen Trypanblau)

3.4.4 HLA-Typisierung der Spezimen

Da die TPO- und Tg-Tetramere fiir HLA-A2" Zellen konstruiert wurden, mussten die
Spezimen zunidchst hinsichtlich ithrer HLA-A2-Positivitdt tiberpriift werden. Zur HLA-
Typisierung wurde in 3 FACS-Tubes je 30 pl heparinisiertes Vollblut mit 50 ul FCS
vermischt und gevortext. Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur folgte die
Fluoreszenz-Antikorperfairbung der Proben, wobei alle Antikérper (AK) von Becton
Dickinson bezogen wurden. Die Patientenprobe wurde mit je 10 pl Anti-CD45 FITC
und Anti-HLA-A2 PE-AK fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die ersten

beiden  Proben dienten nur der  optimalen Gateeinstellung  des
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Durchflusszytometriegerétes. Dabei wurde die erste Probe mit Anti-CD45 FITC und die
Zweite mit Anti-CD45 PE gefarbt. Die Erythrozyten wurden mithilfe von 2 ml
Erythrozyten-Lysepuffer durch eine 15-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur
entfernt. AnschlieBend wurde je 1 ml MACS-Puffer hinzugefiigt und die Proben bei
1400 rpm und 4°C fir 5 Minuten zentrifugiert. Die Pellets wurden in 300 pl
Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und direkt analysiert mittels
Durchflusszytometrie. Abbildung 4 zeigt eine exemplarische HLA-Typisierung.

3.4.5 Durchflusszytometrie und Auswertung

Alle Messungen wurden am Durchflusszytometriegeridt FACS (= fluorescence activated
cell sorting) Calibur TM von BD Bioscience durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden
Zellen in hoher Geschwindigkeit an einem (Argon-)laser vorbeigefiihrt und hinsichtlich
ihrer Zelleigenschaften analysiert. Dabei werden sie im Vorwértsstreulicht (FSC =
forward scatter) beziiglich ihrer Grofe und im Seitwirtsstreulicht (SSC = side scatter)
hinsichtlich ihrer Granularitit untersucht. Um die Anzahl bestimmter Zellen zu messen,
werden zelltypische Oberflichenmolekiile oder Rezeptoren mit Fluoreszenz-
Antikdrpern markiert. Die gingigsten Fluoreszenzfarbstoffe sind FITC, PE, APC und
PerCP. Wird kurz vor der Messung 10 pl Propidiumiodid (PI) in die Probe pipettiert,
kann man nekrotische Zellen im FACS erkenntlich machen. PI ist ein DNA-Farbstoff,
der nekrotische Zellen aufgrund ihrer Membrandurchldssigkeit farbt. Vor der
eigentlichen Messung der Patientenproben, wurden Kontrollmessungen zur Einstellung
der Gates fiir die Quadrantenanalyse am Durchflusszytometriegerdt durchgefiihrt. Ein
Zellzahlzielwert pro Probe muss eingestellt werden. Wie der obere Teil von Abb. 4
zeigt, wurden zunichst die vitalen Zellen ausgewihlt.

Nach jeder abgeschlossenen Messung wurden die Daten mit der BD-CellQuest-Pro
Software ausgewertet und die Zellpopulationen grafisch als Punktwolke dargestellt
(Abb. 4, unterer Teil).
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Abb. 4: Reprisentative HLA-Typisierung aus Vollblut

Die Vollblutprobe des Patienten wurde mit Fluoreszenzantikdrpern (Anti-CD45 FITC und Anti-
HLA-A2 PE), gefarbt und mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Zellen wurden zuvor als
vitale Zellen = R1 gegated. CDA45 ist auf allen menschlichen Leukozyten zu finden. Die
Punktwolke der Probe zeigt somit HLA-A2" Leukozyten eines Patienten.

3.4.6 Isolierung der peripheren mononuklearen Zellen

Nach der HLA-Typisierung erfolgte die Isolierung der peripheren mononukledren
Zellen (PBMCs) aus dem Vollblut mittels Dichtegradientenzentrifugation. Zu den
PBMCs gehoren T- und B-Zellen, Dendritische Zellen, Natiirliche Killerzellen und
Monozyten. Zur Isolierung wurde das Vollblut der Patienten zunichst in einem CPT-
Rohrchen (Vacutainer Cell Preparation Tube) bei 1750 rcf und 21°C 20 Minuten
zentrifugiert. Durch diesen Arbeitsschritt wurden die Zellen vom Serum getrennt, wobei

die Erythrozyten aufgrund ihrer Dichte ganz unten im Rohrchen zu liegen kommen und
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sich in der Mitte des Rohrchens ein weiller Interphasenring bildet, der die PBMCs
enthélt (Abb. 5). Fiir diese Dichtegradientenzentrifugation bedarf es einer Zentrifuge
mit ausschwingenden Rohrchenhaltern und einer ausstellbaren Bremse, damit sich die
Phasen nicht wieder vermischen. Ein Grofteil des Serums wurde verworfen. Der weil3e
Interphasenring wurde mit dem Restserum abpipettiert und in ein 15 ml-Falconréhrchen
iiberfiihrt. Um die maximale Zellzahl zu gewinnen, wurde das CPT-Rohrchen nochmals
mit MACS-Puffer nachgespiilt und die Suspension entnommen. Es folgten ein
Waschgang mit MACS-Puffer und die anschlieBende Zentrifugation.

Falls das Zellpellet noch zu viele Erythrozyten enthielt, wurde es mit 10 ml
Erylysepuffer resuspendiert und zur Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
dunkel abgedeckt. AnschlieBend wurde das Rohrchen mit MACS-Puffer aufgefiillt und
zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschgang mit MACS-Puffer und Zentrifugation
konnte das Pellet resuspendiert werden und die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer

bestimmt werden.

—— Serum

—=— Interphasenring: PBMCs

—— Trenngel

Erythrozyten

Abb. 5: CPT-Rohrchen mit zentrifugiertem Vollblut

Die Erythrozyten befinden sich unterhalb des Trenngels. Der weile Interphasenring innerhalb
des Serums enthilt die peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCs). CPT = Vacutainer
Cell Preparation Tube.

3.4.7 Isolierung der CD8" T-Zellen aus PBMCs

Um die CD8" T-Zellen aus den PBMCs zu isolieren, wurde die Methode der
magnetischen Zellseparation (magnetic activated cell sorting, MACS) angewandt. Das
Verfahren basiert auf der Antikorperbindung an spezifische Zelloberflichenmolekiile,
wobei die AntikOrper mit Magnetpartikeln (sogenannte MicroBeads) gekoppelt sind.
Man unterscheidet eine positive von einer negativen Selektion. Werden die

gewlinschten Zellen magnetisch beladen, bleiben diese im Magnetréhrchen hdangen und
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alle anderen Zellen laufen hindurch. Dies wird als positive Selektion bezeichnet.
Werden alle anderen Zellen auler den gewiinschten markiert, ist das eine negative
Selektion.

Die Isolation der CD8" T-Zellen aus den PBMCs der Patienten erfolgte als negative
Selektion mittels humanem CDS" T Cell Isolation Kit von Miltenyi. Alle nicht-CD8"
Zellen, wie z.B. CD4" T-Zellen, v/6 T-Zellen, B-Zellen, Natiirliche Killerzellen,
Dendritische Zellen, Monozyten, Granulozyten und Erythrozyten, wurden dabei mit
einem Bead-gekoppelten AntikGrper markiert und aussortiert. Nach der
Zellzahlbestimmung der PBMCs mittels Neubauer-Zahlkammer wurden diese in 40 pl
MACS-Puffer resuspendiert und mit 10 pl CD8" T Cell Biotin-Antibody Cocktail
(enthélt Antikorper gegen CD4, CD15, CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123,
TCR y/6 und CD235a) vermischt. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis wurden 30 pl
MACS-Puffer und 20 ul CD8" T Cell MicroBead Cocktail (enthilt Antikorper gegen
CD14 und gegen Biotin) hinzugefiigt. Nach weiteren 15 Minuten auf Eis und einem
Waschgang mit 2 ml MACS-Puffer, wurde das Pellet in 500 pl MACS-Puffer
aufgenommen.

Die ausgewdhlte magnetische Filtersdule in der GroBe MS (MACS ® Separation
Columns von Miltenyi, geeignet fiir 2 x 10°* Zellen) wurde in der Magnetbank platziert,
mit 500 ul MACS-Puffer dquilibriert und die Zellsuspension dann hineingefiillt. Nach
dreimaligem Nachspiilen mit je 500 ul MACS-Puffer konnte die Durchlauffliissigkeit,
die ausschlieBlich ungelabelte CD8" T-Zellen enthielt, zentrifugiert werden (Abb. 6).
Da die Schilddriisenpunktate viel weniger Zellen als das Vollblut enthielten, wurde auf

die CD8" T-Zellisolation verzichtet, um keinen weiteren Zellverlust zu verursachen.
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Abb. 6: CDS8" T-Zell-Isolierung mittels Magnetbank

Oben sieht man Zellen (CD4'- und CD8" T-Zelle, Monozyt = MO), die an ihrer Oberfléiche
einen Primérantikorper und daran einen Sekundirantikérper mit Magnetpartikeln gebunden
haben. Wihrend sie durch die Sdule flieen, bleiben die Magnetpartikel im Magnetfeld hdngen,
sodass nur die ungelabelten Zellen durchlaufen und in das unten stehende Falcon-Réhrchen
gelangen.

3.4.8 Tetramerfarbung

Um die TPO- und Tg-epitopspezifischen CD8" T-Zellen mittels Durchflusszytometrie
zu quantifizieren, wurden Tetramere benotigt. Ein Tetramer ist ein Molekiilkomplex aus
vier MHC I-Komplexen, die an ein Fluorochrom-konjugiertes Streptavidin gekoppelt
sind (Abb.7) (82). Die Tetramere gewéhrleisten eine stabilere Bindung des T-Zell-
Rezeptors an die Epitope und ermoglichen deren Messung  mittels
Durchflusszytometrie. Die hier verwendeten TPO- und Tg-Peptidepitope sowie TPO-
und Tg-Tetramere wurden entsprechend ihrer Bindungsaffinititen ausgewdhlt,

kalkuliert  durch  die = MHC-Datenbank SYFPEITHI (www.syfpeithi.de).
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Bindungsaffinititen von > 15 werden als hoch immunogen angesehen, alle sechs
ausgewihlten TPO- und Tg-Tetramere hatten Bindungsaffinitidten zwischen 29 und 31.
Entsprechend der Kalkulation durch SYFPEITHI, wurden alle sechs TPO- und Tg-
Peptidepitope bzw. die Tetramere, laborchemisch von der Firma Glycotope
Biotechnology in Heidelberg hergestellt.

Die folgenden PE-konjugierten Tetramere und korrespondierenden Epitope wurden
ausgewdihlt: TPO 1 (Aminosdurenposition (AS) 857-865): LLIGGFAGL, TPO 2 (AS 3-
11): ALAVLSVTL, TPO 3 (AS 118-126): ALSEDLLSI, Tg 1 (AA2355-2363):
GLLDQVAAL, Tg 2 (AA2750-2758): GLREDLLSL, und Tg 3 (AA841-850):
SLQDVPLAAL. Die Restriktion der verwendeten Tetramere und Peptide auf das HLA-
Merkmal ,,A2* beruht darauf, dass ein Grofteil der deutschen Bevolkerung dieses
Merkmal trigt (in Deutschland 49%, siehe Einleitung) und es zu kostenintensiv wire,
alle sechs TPO- und Tg-Tetramere fiir alle HLA-Isotypen herzustellen. Der HLA-A2-
Isotyp ist somit am weitesten verbreitet und am besten kommerziell erhiltlich.

Vor Beginn der Tetramerfirbung wurden acht FACS-Réhrchen gemdll Tabelle 1
beschriftet. Die isolierten CD8" T-Zellen bzw. das Schilddriisenpunktatmaterial wurde
mit MACS-Puffer resuspendiert und je 200 pl davon in jedes FACS-Rohrchen
pipettiert. 800 ul FCS (fetales Kilberserum) und 200 ul FCR blocking reagent wurden
erginzt, um die unspezifischen Bindungsstellen der Zellen zu blockieren. Von der
jeweiligen TPO- bzw. Tg-Tetramersuspension wurden jeweils 4 ul hinzugegeben
(Tabelle 1). AnschlieBend erfolgte eine abgedunkelte Inkubation der Rohrchen auf Eis
fiir eine Stunde. Nach einem Waschgang mit kaltem MACS-Puffer wurden die Proben
bei 1400 rpm und 4°C 5 Minuten zentrifugiert und in MACS-Puffer resuspendiert. Je
100 pl wurden davon in jedes FACS-RoOhrchen pipettiert. Dann erfolgte die
Antikorperfarbung mit je 10 pl Anti-CD8 FITC fiir jede Probe. Alle AK wurden von
BD Bioscience bezogen. Es wurden auflerdem mindestens drei Kontrollen zur
optimalen Gate-Einstellung am FACS erstellt (Tabelle 1). Nach 15-miniitiger
Inkubationszeit auf Eis unter dunkler Abdeckung folgte ein Waschgang, sowie das
Resuspendieren mit MACS-Puffer. Vor der Messung der Proben am FACS-Gerit,
wurde in jede Probe 10 ul Propidiumiodid hinzugefiigt, um nekrotische Zellen

herausrechnen zu konnen.

33



Farbung der Proben: Kontrollen zur Gateeinstellung am FACS:
Jeweils 4 pl Tetramer Jeweils 10 ul AK

+ 10 pl Anti-CD8 FITC + 10 ul PI

P1: TPO 1 K1: Anti-CD45 FITC

P2: TPO 2 K2: Anti-IgG1 PE

P3:TPO 3 K3: Anti-CD8 FITC + Anti-CD45 PE
P4: TPO 1-3

P5: Tg 1

P6: Tg2

P7: Tg3

P8: Tg 1-3

Tabelle 1: Schema zur TPO- und Tg-Tetramerfirbung
Acht Proben (P) mit je 4 pl Tetramer pro FACS-Roéhrchen und drei Kontrollen (K) zur
Gateeinstellung fiir die Quadrantenanalyse am Durchflusszytometriegerit.

Tetramer

Biotin
Streptavidin,
fluoreszenzgekoppelt

CD 8 Rezeptor

CD 8+ T-Zelle

Abb. 7: Ein Tetramer gebunden an eine CD8" T-Zelle

Die CD8" T-Zelle hat einen CD8-Rezeptor und einen T-Zell-Rezeptor mit gebundenem
Tetramer. Im Zentrum des Tetramers befindet sich ein fluoreszenzgekoppeltes Streptavidin, an
das vier MHC Klasse I-Komplexe gebunden sind. Inspiriert durch (83).
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3.4.9 Messung von TSH, Anti-TPO und Anti-Tg

Die Bestimmung der TPO- und Tg-Serumantikorper erfolgte im Rahmen der Routine-
Schilddriisendiagnostik ~ im  Zentralinstitut ~ fiir ~ Klinische = Chemie  und
Laboratoriumsdiagnostik der Universitétsklinik Diisseldorf (Institutsleiter Prof. Dr.
med. Boege). Die TPO- und Tg-AK wurden mithilfe von ,IMMULITE 2000 systems*
bestimmt, die TSH-Serumlevel mithilfe von ,,Cobas e Immunoassay-systems*

gemessen.

3.4.10 Zytotoxizitatstest

Um die Zytotoxizitit der epitopspezifischen CD8" T-Zellen von Hashimoto-Patienten
zu ermitteln, wurden Lyseexperimente mithilfe von Annexin- und Propidiumiodid-
Farbungen durchgefiihrt. Als Zielzellen dienten Patienten-Monozyten, die in der
Zellkultur ausgereift wurden. Fiir die 3-tdgigen Analysen wurde ein Rohrchen Vollblut
pro Patient bendtigt.

Am ersten Tag wurden die PBMCs durch Dichtegradientenzentrifugation (siche 3.4.6)
aus Vollblut isoliert. Es folgte die Separation von Monozyten aus den PBMCs mittels
humanem CDI4 MicroBead-Kit von Miltenyi. Hierfiir wurden die PBMCs in 80 pl
MACS-Puffer aufgenommen und mit 20 ul CD 14 MicroBead Cocktail (ausreichend fiir
107 Zellen) vermischt. Diese Beads markieren die Monozyten im Sinne einer positiven
Selektion. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen mit 2 ml MACS-
Puffer zentrifugiert (1400 rpm, 4°C, 5 Minuten) und in 500 pl MACS-Puffer
resuspendiert. Die magnetische Filtersdule der Grole MS wurde in die Magnetbank
eingesetzt und die Zellsuspension in die Filtersdule pipettiert. Die Sdule wurde noch
dreimal mit MACS-Puffer nachgespiilt. In der Durchlauffliissigkeit befanden sich
dementsprechend alle Nicht-Monozyten. Diese wurden in einem Falconrohrchen
aufgefangen und zur weiteren Nutzung zentrifugiert. Um die Monozyten aus der Sdule
zu gewinnen, wurde das Rohrchen aus dem Magnetfeld entfernt und mit MACS-Puffer
iber einem Falconr6hrchen durchgespiilt. Die Monozyten wurden nach Zentrifugation
in TT-Medium aufgenommen (2,5 x 10° Zellen /ml) und in 6-well Platten ausgesit. TT-
Medium enthdlt RPMI 1640 mit GlutaMAX, 10% fetales Kilberserum, 1%
Penicillin/Streptomycin, 1% L-Glutamin und 1% Vitaminlésung. Um die Reifung der
Monozyten in Richtung Dendritischer Zellen zu férdern wurde das TT-Medium durch
1000 U/ml GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) und 10000

U/ml Interferon-a erginzt. 50 pg/ml des jeweiligen TPO- und Tg-Peptids wurden
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hinzugefiigt. In den Proben mit multiplen Peptiden (TPO 1-3, Tg 1-3 und TPO/Tg 1-6)
wurde die hinzugefligte Menge der Einzelpeptide auf 1/3 beziehungsweise 1/6 reduziert
um insgesamt eine Peptidkonzentration von 50 pg/ml zu erreichen. Die Zellen wurden
tiber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Die PBMCs aus der Durchlauffliissigkeit wurden nach Zentrifugation in TT-Medium
(1x10° Zellen/ml) aufgenommen, welches durch T-Zell-reifungsfordernde Interleukine
erginzt wurde (50 U/ml IL-2, 20 U/ml IL-7, 10 ng/ml IL-15). Nachdem die
Zellsuspension in 24-well Platten ausgesit war, wurden die jeweiligen TPO- und Tg-
Peptide hinzugefiigt. Auch diese Zellen wurden iiber Nacht im Brutschrank inkubiert.
Am zweiten Tag wurden die PBMCs aus den 24-well Platten geerntet, gewaschen und
zentrifugiert. Es folgte eine Isolierung der CDS' Zellen aus den PBMCs mittels
humanem CD8" T Cell Isolation Kit (gemiB 3.4.7). Auch die gereiften Monozyten
wurden aus den 6-well Platten geerntet, gewaschen und zentrifugiert. AnschlieBend
wurden die isolierten CD8" Zellen zusammen mit den gereiften Monozyten in einem
5:1-Verhiltnis (T-Zellen : Monozyten) in T-Zell-Interleukinmedium aufgenommen und
in 96-well Platten ausgesit. Die jeweiligen TPO- und Tg-Peptide wurden nochmals in
einer Konzentration von 50 pg/ml hinzugefiigt. Als Negativkontrolle wurden T-Zellen
und Monozyten mit Ovalbumin, aber ohne Peptide inkubiert. Fiir die Positivkontrolle
wurden die Zellen mit 6 pl Camptothecin, einem Topoisomerase-I-Inhibitor und
Nekrose-auslosendem Zellgift ausgesit. Die Kokulturen wurden tiber Nacht im
Brutschrank inkubiert.

Am dritten Tag wurden alle wells separat geerntet und die Zellsuspensionen in FACS-
Rohrchen iiberfiihrt. Jede Probe wurde dann mit 10 pl Anti-Annexin V-APC
Antikorpern gefdarbt und nach 15-miniitiger abgedunkelter Inkubation auf Eis mit
MACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und resuspendiert. Unmittelbar vor der Analyse
mittels Durchflusszytometrie (FACS Calibur von BD Bioscience) wurde jede Probe
noch durch 10 pl Propidiumiodid (PI) ergdnzt. Das Prinzip der Annexin V/PI-Farbung
beruht darauf, dass apoptotische Zellen Phosphatidylserin von innen nach auen auf die
Zelloberfliche kehren, welches durch Annexin V gebunden wird (84). Spit-
apoptotische und nekrotische Zellen haben eine durchldssige Membran und lassen sich
deshalb zusédtzlich mit dem DNA-Farbstoff PI anfarben, sowie mit Annexin-V, sie sind
somit doppelt gefirbt (Abb. 8). Diese doppeltgefirbten Zellen, als Zeichen fiir eine

zytotoxisch-vermittelte Zellnekrose durch Perforin und Granzym-B, wurden innerhalb
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der unterschiedlichen Peptidgruppen und den Kontrollen verglichen. Lebende Zellen

sind hingegen Annexin-V- und PI-negativ.

Nekrose

Lebende Zellen

P|
109 101 102 103 104

Apoptose

_I-I'I'I'l'l_l-l'l'l'q

109 101 102 10% 104
Annexin APC

Abb. 8: FACS-Analyse nach Zellfirbung mit Annexin V und Propidiumiodid (PI)
Apoptotische Zellen (unten rechts) kehren Phosphatidylserin von innen nach auflen auf die
Zelloberflache, welches durch Annexin V gebunden wird. Spit-apoptotische und nekrotische
Zellen haben eine durchlidssige Membran und lassen sich deshalb mit dem DNA-Farbstoff PI
anfarben, sowie mit Annexin-V, sie sind doppelt geféirbt (oben rechts). Lebendige Zellen (unten
links) sind Annexin-V- und Pl-negativ.

3.4.11 Zellkultur fur die Zytotoxizitatstests

Im Rahmen der Zytotoxizitdtstests wurden die isolierten T-Zellen und gereiften
Monozyten der HT-Patienten kultiviert. Die Zellkultur wurde unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt, bei allen Verbrauchsmaterialien handelte es sich um sterile
Einmalartikel. Die Zellen wurden in multiwell-Platten in einem Brutschrank bei 37°C,
mit 5% Kohlenstoffdioxid und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% inkubiert.

Wachstum und Morphologie wurden unter einem Lichtmikroskop begutachtet (Abb. 9).
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Material und Methoden

Abb. 9: Lichtmikroskopie von Monozyten in Zellkultur

Zellhaufen von Monozyten in 6-well Platten unter dem Fotomikroskop (Nikon Digital Camera
DXm 1200) nach Zellkultur iiber Nacht mit GM-CSF und INF-a in TT-Medium.

A) in 10-facher VergroBerung, B) in 20-facher Vergroferung, C) in 40-facher Vergroferung.

3.5 Statistische Analyse

Alle Daten wurden nach Projektabschluss mit dem Programm Prism und der GraphPad
Software analysiert und grafisch dargestellt. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als
signifikant gewertet, wobei Signifikanztests bei gerichteten Hypothesen einseitig und
bei ungerichteten Hypothesen zweiseitig durchgefiihrt wurden.

Normalverteilte Daten wurden mit dem unpaarigen Student-t-Test berechnet, fiir nicht-
normalverteilte Daten wurde der Mann-Whitney-U-Test genutzt. Die Berechnung der
Zusammenhidnge zwischen intervallskalierten Daten erfolgte mittels
Korrelationskoeffizienten nach Pearson. Die Voraussetzungen fiir alle verwendeten
parametrischen Tests, wie zum Beispiel eine Normalverteilung oder die
Varianzhomogenitit der Daten, wurde entsprechend iiberpriift (z.B. Kolmogorov-
Smirnov-Test, Levene-Test). Haufigkeitsverteilungen wurden mithilfe des y*-Test

analysiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Quantifizierung der TPO- und Tg-spezifischen CD8" T

Zellen im Blut: HT-Patienten vs. Kontroligruppen

HT-Patienten hatten die hochste Anzahl an TPO- und Tg-epitopspezifischen CD8" T-
Zellen im Blut, wobei keines der beiden Hauptantigene eindeutig dominierte.

Um die epitopspezifischen CD8" T-Zellen im peripheren venosen Blut der HLA-A2"
HT-Patienten (n = 37), im Vergleich zu den drei Kontrollgruppen, zu quantifizieren,
wurden CD8" Zellen aus dem vendsen Blut isoliert, mit Tetrameren gefirbt (je drei
Epitope von TPO und Tg) und mittels Durchflusszytometrie gemessen (Abb. 10). Zu
den Kontrollgruppen gehérten: 3 HLA-A2™ Hashimoto-Patienten, 16 HLA-A2" nicht-
autoimmunkranke Struma-Patienten und 10 HLA-A2" gesunde Kontrollen.

Unabhéngig vom untersuchten Tetramer, war die Anzahl der peripheren TPO- und Tg-
spezifischen CD8" T-Zellen bei HLA-A2" HT-Patienten mit 2,8% + 9,5% von allen
CD8" T-Zellen, signifikant hoher, als bei allen anderen Kontrollgruppen: HLA-A2" HT-
Patienten (0,5% = 0,7%, p = 0,007), HLA-A2" Struma-Patienten (0,2% + 0,4%, p <
0,0001) und HLA-A2" gesunden Kontrollen (0,1% = 0,2%, p < 0,0001) (Abb. 11).
Innerhalb der Experimentalgruppe der 37 HLA-A2" Hashimoto-Patienten gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Anzahl der TPO-spezifischen CD8" T-Zellen im
Vergleich zu der Anzahl der Tg-spezifischen CD8" T-Zellen. Durchschnittlich konnten
pro Hashimoto-Patient 2,9% + 9,6% TPO-spezifische- und 3,0% + 9,0% Tg-spezifische
CD8" T-Zellen erfasst werden. Bei fiinf dieser Patienten konnten mehr als 10% aller
peripheren CD8" T-Zellen Thyreoglobulin als spezifisches Zielmolekiil erkennen. Die
Ergebnisse bestitigen somit eindeutig, dass Hashimoto-Patienten signifikant erhdhte
TPO- und Tg-epitopspezifische CD8" T-Zellen im Blut haben, wihrend die
Thyreoperoxidase- und Thyreoglobulin-Epitope, bis auf wenige Ausnahmen, fast

gleichermallen erkannt werden.
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Abb. 10: Repriisentative Tetramer-Analyse von TPO- und Tg-spezifischen CD8" T-Zellen
eines Hashimoto-Patienten mittels Durchflusszytometrie
Aus dem Blut eines Hashimoto-Patienten wurden CD8" T-Zellen isoliert und mit 6 Epitopen
von Thyreoperoxidase (TPO 1-3) und Thyreoglobulin (Tg 1-3) geféarbt. Fiir die FACS-Analyse
wurden die Zellen gegated: R1 = lebendige Zellen im Vorwiérts- (FSC) und Seitwértsstreuer
(SSC), nicht-R2 = Propidiumiodid-negative, also nicht-nekrotische Zellen sowie R3 = CD8"
Zellen. Die Bereiche oben rechts zeigen die tetramerpositiven CD8" T-Zellen des jeweilig
getesteten TPO-oder Tg-Epitops an.

40



HT HT Struma Gesunde Kontrollen

HLA-AZ2 pos. HLA-AZ neg. HLA-AZ2 pos. HLA-AZ pos.
70 -
?50_ n M n
=
c - -
2 14/ .
IEj - n "
I—I 124 . a
& 10 .
m) -
O 8] . .
5 grim
I—2_lf—_._':'“l_:_ L . . *
miiiiii%T?i::l11%l¢@&##¢#
12312 3|12 3123|1231 23|1 2312 3
TPO Tg TPO Tg TPO Tg TPO Tg
Tetramere

Abb. 11: Anzahl der TPO- und Tg-spezifischen CD8" T-Zellen im Blut von HLA-A2" HT-
Patienten im Vergleich zu drei Kontrollgruppen

Tetrameranalysen mit je drei Epitopen von TPO und Tg wurden mit den CD8" T-Zellen von 37
HLA-A2" HT-Patienten und drei Kontrollgruppen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die
HLA-A2" HT-Patienten signifikant mehr TPO- und Tg-spezifische CD8" T-Zellen (2,8% =+
9,5%) im peripheren vendsen Blut hatten als: 3 HLA-A2" HT-Patienten (p = 0,007), 16 HLA-
A2" nicht-autoimmunkranke Strumapatienten (p < 0,0001), sowie 10 HLA-A2" gesunde
Kontrollen (p < 0,0001). Es war kein signifikanter Unterschied beziiglich der Anzahl von TPO-
versus Tg-spezifischen T-Zellen bei HLA-A2" HT-Patienten eruierbar: 2,9% + 9,6% waren im
Durchschnitt TPO-spezifische CD8" T-Zellen und 3,0% + 9,0% wurden als Tg-spezifisch
ermittelt.

4.2 Quantifizierung der TPO- und Tg-spezifischen CD8" T-

Zellen in der Schilddriise: HT-Patienten vs. Strumapatienten

HT-Patienten hatten die hochste Anzahl an Thyreoperoxidase- und Thyreoglobulin-
epitopspezifischen CD8" T-Zellen in der Schilddriise, wobei weder TPO noch Tg
eindeutig dominierte.

Um zu untersuchen ob HLA-A2" HT-Patienten einen dhnlichen Anteil an infiltrierenden
epitopspezifischen CD8" T-Zellen in ihrer Schilddriise wie in ihrem peripheren Blut

haben, wurden Zellen aus Routine-Schilddriisenpunktionen zur Tetrameranalyse
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verwendet (n = 5). Als Kontrollgruppe wurde Punktatmaterial von 7 HLA-A2" Struma
nodosa-Patienten (Anti-TPO- und Anti-Tg-Antikorper negativ) genutzt.

Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass HT-Patienten eine signifikant hohere Anzahl an
TPO- und Tg-epitopspezifischen Schilddriisen-infiltrierenden CD8" T-Zellen haben, im
Vergleich zu nicht-autoimmunerkrankten Struma-Patienten (2,2% + 2,8% versus 0,1%
+ 0,2%, p < 0,0001) (Abb. 12). Innerhalb der Hashimoto-Gruppe konnten
durchschnittlich 58,6% der Schilddriisen-infiltrierenden epitopspezifischen CD8" T-
Zellen Thyreoperoxidase als spezifisches Zielmolekiil erkennen, wiahrend 41,1%
Thyreoglobulin-spezifisch waren. Dies beschreibt eine umgekehrte TPO- vs. Tg-
Relation als im Blut der Hashimoto-Patienten. Allerdings unterschied sich die Anzahl
an TPO-spezifischen T-Zellen insgesamt nicht signifikant von der Anzahl an Tg-
spezifischen T-Zellen (Mittelwerte: TPO 2,6% + 3,5% versus Tg 1,8% =+ 1,9%), es gab

also keine eindeutige Dominanz eines der beiden Hauptantigene bei der Autoimmunitét.
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Abb. 12: Anzahl der TPO- und Tg-spezifischen CD8" T-Zellen in der Schilddriise von
Hashimoto-Patienten und Struma-Patienten

Die Infiltration der Schilddriise durch TPO- und Tg-epitopspezifische CD8" T-Zellen war bei
den 5 HLA-A2" HT-Patienten signifikant hoher als bei den 7 HLA-A2" nicht-
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autoimmunerkrankten Struma nodosa-Patienten (p < 0,0001). Die Anzahl an TPO-spezifischen
CD8" T-Zellen unterschied sich nicht signifikant von den Tg-spezifischen T-Zellen
(Mittelwerte: TPO 2,6% =+ 3,5% versus Tg 1,8% + 1,9%).

4.3 Zusammenhang zwischen der Krankheitsdauer der
Hashimoto-Thyreoiditis und der Anzahl der TPO- und Tg-
spezifischen CD8" T-Zellen im Blut

Mit steigender Krankheitsdauer der Hashimoto-Thyreoiditis, zeigte sich ein Anstieg der
Anzahl der TPO- und Tg-spezifischen CDS8" T-Zellen im Blut der Patienten, ohne
signifikante Dominanz von TPO oder Tg (Abb. 13).
Um zu untersuchen, ob die Anzahl der TPO- und Tg-epitopspezifischen T-Zellen
(ermittelt durch Tetrameranalysen mittels Durchflusszytometrie, siche Abb.10) einen
Zusammenhang zur Krankheitsdauer der Hashimoto-Thyreoiditis zeigt, wurde das
Kollektiv der HLA-A2" HT-Patienten in vier Gruppen eingeteilt. Abhingig von der
Krankheitsdauer seit Erstdiagnose wurde unterschieden: seit weniger als 1 Jahr, seit 1-4
Jahren, seit 5-10 Jahren und seit mehr als 10 Jahren.
Bei der Erstdiagnose hatten HT-Patienten (n = 9) im Blut bereits signifikant erhohte
Anzahlen an TPO- und Tg-spezifischen CD8" T-Zellen (durchschnittlich 0,6% + 1,0%)
verglichen mit gesunden Kontrollpersonen (p < 0,0001). Von diesen epitopspezifischen
CD8" T-Zellen konnten 41,3% =+ 35,9% Thyreoperoxidase erkennen, wihrend fiir
58,7% + 63,8% Thyreoglobulin das spezifische Zielmolekiil war. Die Anzahl der Tg-
spezifischen CD8" T-Zellen (0,7% + 1,3%) war somit zwar hoher als die Anzahl der
TPO-spezifischen CD8" T-Zellen (0,5% = 0,7%), aber der Unterschied war nicht
signifikant. Ein dhnliches Ergebnis hatten HT-Patienten mit einer Krankheitsdauer von
1-4 Jahren (n = 8, Mittelwert: 0,6% = 0,7%). Einen eindeutigen und signifikanten
Anstieg an TPO- und Tg-epitopspezifischen T-Zellen zeigte sich nach 5-10 Jahren
Krankheitsdauer (2,4% + 4%, n = 6) oder mehr als 10 Jahren (9,4% =+ 18,3%, n = 8).
Hashimoto-Patienten mit einer Krankheitsdauer von mehr als 10 Jahren hatten grof3e
Mengen an epitopspezifischen autoreaktiven CD8" T-Zellen, davon waren 9,7% =
19,1% spezifisch fiir Thyreoperoxidase und 9,2% =+ 17,9% fiir Thyreoglobulin. Der
Vergleich der epitopspezifischen CD8" T-Zellen der Gruppe bei Erstdiagnose mit der
Gruppe mit liber 10 Jahren Krankheitsdauer stellte signifikante Unterschiede dar (p =
0,0052). Unabhingig vom Diagnosezeitpunkt, verteilte sich die Epitopspezifitit fiir
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TPO versus Tg innerhalb aller gemessenen autoreaktiven CD8" T-Zellen mit 48,6%
versus 51,4%. Die Subgruppenanalyse je nach Krankheitsdauer der Hashimoto-
Thyreoiditis offenbarte einen stetigen Anstieg der autoreaktiven TPO- und Tg-
spezifischen T-Zellen im Verlauf der Krankheit, aber keinen signifikanten Unterschied

zwischen TPO und Tg (Abb. 13).
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Abb. 13: Anstieg der TPO- und Tg-spezifischen CD8" T-Zellen im zeitlichen Verlauf der
Hashimoto-Thyreoiditis

Die Anzahl von TPO- und Tg-spezifischen autoreaktiven T-Zellen im Blut von HT-Patienten
wurde mittels Tetrameranalyse mit 6 Epitopen fiir Thyreoperoxidase (TPO 1-3) und
Thyreoglobulin (Tg 1-3) ermittelt. Subgruppenanalysen der HT-Patienten je nach
Krankheitsdauer ab Erstdiagnose (seit weniger als 1 Jahr, seit 1-4 Jahren, seit 5-10 Jahren und
seit mehr als 10 Jahren) offenbarte einen signifikanter Anstieg der autoreaktiven TPO- und Tg-
spezifischen CD8" T-Zellen im Krankheitsverlauf, ohne signifikante Dominanz von TPO oder
Tg. Besonders eindeutig war der Anstieg nach 5-10 Jahren (2,4% = 4%, n = 6) und mehr als 10
Jahren (9,4% + 18,3%, n =8).
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4.4 Zusammenhang zwischen Autoantikorpern und TPO- und
Tg-spezifischen CD8" T-Zellen bei Hashimoto-Patienten

Die Anzahl der TPO- und Tg-epitopspezifischen CD8  T-Zellen im Blut von
Hashimoto-Patienten zeigte keinen Zusammenhang zur Hohe der Serumautoantikorper
Anti-TPO und Anti-Tg.

Um zu untersuchen, ob HT-Patienten mit hohen Titern an Serumautoantikdrpern auch
gleichermallen erhohte Anzahlen an epitopspezifischen T-Zellen im Blut haben, wurden
die Ergebnisse der Tetrameranalysen der CD8" T-Zellen (siche Abb. 10) mit den Titern
der Serumautoantikdrper verglichen, die im Zentralinstitut fiir Klinische Chemie und
Laboratoriumsdiagnostik der Universitdtsklinik Diisseldorf gemessenen wurden.

Wie Abbildung 14 zeigt, gab es keine erkennbare Korrelation - weder fiir
Thyreoperoxidase, noch fiir Thyreoglobulin. Alle Pearsons r-Werte waren niedrig: von
-0,14 (fir Tgl) bis zu 0,14 (fir TPO3). Das bedeutet, dass ein Hashimoto-Patient, der
hohe Anti-TPO-Serumantikorper aufweist, nicht zwingend auch eine hohe Anzahl an
TPO-spezifischen CD8" T-Zellen im Blut haben muss. Genauso wenig konnte eine
Kreuzreaktivitdt nachgewiesen werden: Patienten mit hohen Anti-TPO-Antikorpertitern
zeigten keine Erhohung der Tg-spezifischen CD8" T-Zellen im peripheren Blut. Es
konnte somit insgesamt kein direkter Zusammenhang zwischen Autoantikérpern und

autoreaktiven CD8" T-Zellen nachgewiesen werden.
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Abb. 14: Zusammenhang zwischen Schilddriisenautoantikorpern und epitopspezifischen
CD8" T-Zellen bei Hashimoto-Patienten

Die Serum-TPO- und Tg-Autoantikdrper wurden verglichen mit der Anzahl der TPO- und Tg-
spezifischen CD8" T-Zellen im Blut von HT-Patienten (gemessen mittels Tetrameranalysen mit
6 TPO- und Tg-Epitopen). Eine Pearsons Korrelationsanalyse zeigte diesbeziiglich keinerlei
Korrelation.

4.5 Zytotoxizitatstest: Unterschiedliche epitopspezifische
Lysekapazitat von CD8" T-Zellen aus dem Blut von HT-

Patienten

Die hochste Lyserate durch epitopspezifische CD8 T-Zellen aus dem Blut von
Hashimoto-Patienten wurde evoziert durch das Peptidepitop TPO 3 sowie die
Kombination aller Thyreoglobulin-Epitope (Tg 1+2+3).

Um die Lysekapazitit der autoreaktiven CD8" T-Zellen zu analysieren, wurden
Zytotoxizitdtstests durchgefiihrt. Dafiir wurden Monozyten mit je einem von sechs
verschiedenen TPO- und Tg-Peptiden (TPO 1-3 und Tg 1-3) gepulst und mit CD8" T-
Zellen (isoliert aus dem peripheren vendsen Blut von HT-Patienten) iiber Nacht
kokultiviert. Auch Peptidkombinationen, wie TPO 14+2+3 und Tg 1+2+3, sowie alle 6
Peptidepitope gleichzeitig, wurden getestet. Die durch Lyse entstandenen nekrotischen
Monozyten wurden mittels Annexin V/Propidiumiodid-Féarbung am
Durchflusszytometriegerét dargestellt.

Eine signifikante Induktion der Lyse durch autoreaktive CDS8" T-Zellen wurde

nachgewiesen fiir TPO 3 (p = 0,0219) und Tg 1+2+3 (29,4% + 12,6%, p = 0,0465)
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(Abb. 15). Die simultane Inkubation mit allen TPO-Peptiden (TPO 1+2+3) fiihrte zu
einer Lyse von 27,7% + 12,7%. Die Lyseraten durch epitopspezifische autoreaktive
CD8" T-Zellen waren im Durchschnitt dreimal stirker als nach Inkubation mit dem
Kontrollprotein Ovalbumin, welches als Negativkontrolle verwendet wurde (p = 0,0465
fiir Tg-spezifische T-Zellen). CD8" T-Zellen und Monozyten, die mit allen sechs

Peptiden gleichzeitig gepulst worden waren, erreichten sogar hohere Lysekapazititen
von 32,4% £ 19,4%.

Lyse [%]

2 3 13 alle Peptide OVA
TPO Peptide Tg Peptide

Abb. 15: Vergleich der Zytotoxizitit durch CD8" T-Zellen von Hashimoto-Patienten
beziiglich 6 verschiedenen TPO- und Tg-Epitopen

Die Lysekapazitit von autoreaktiven CD8" T-Zellen gegeniiber reifen Monozyten (als
Zielzellen) wurde mittels Annexin V/Propidiumiodid-Farbung in der Durchflusszytometrie
dargestellt. Die T-Zellen und Monozyten wurden in Kultur Peptid-gepulst mit je einem Epitop
von Thyreoperoxidase oder Thyreoglobulin, mit TPO 1+2+3, mit Tg 1+2+3 sowie simultan mit
allen 6 Epitopen (TPO und Tg gemischt). Eine signifikante Induktion der Lyse wurde fiir TPO 3
(p = 0,0219) und Tg 1+2+3 (p = 0,0465) nachgewiesen. Ovalbumin (OVA) diente als
Negativkontrolle.
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5 DISKUSSION

In dieser Dissertation konnte nachgewiesen werden, dass Hashimoto-Thyreoiditis
Patienten sowohl im Blut als auch in der Schilddriise signifikant hohe Mengen an
Thyreoperoxidase- und Thyreoglobulin-epitopspezifischen CD8" T-Zellen haben, ohne
signifikante Dominanz eines der beiden Antigene. Die Anzahl der autoreaktiven T-
Zellen steigt im Krankheitsverlauf an. Sie sind auch in der Lage, in vitro Zellen zu
lysieren, wobei verschiedene TPO- und Tg-Epitope unterschiedlich starke Lyseraten
induzieren. Es zeigte sich keine Korrelation dieser autoreaktiven T-Zellen zu den
Autoantikdrpern Anti-TPO und Anti-Tg.

Methodisch wurde dieses Projekt wesentlich mithilfe von Tetrameranalysen mit sechs
TPO- und Tg-Epitopen umgesetzt und mittels Durchflusszytometrie gemessen. CD8" T-
Zellen wurden aus dem Blut und aus Schilddriisenpunktaten von HT-Patienten isoliert.
In dieser Population wurde dann die Quantitit der TPO- bzw. Tg-epitopspezifischen
Zellen untersucht. Zu den 66 Studienteilnehmern gehorten 37 HLA-A2" HT-Patienten,
sowie drei Kontrollgruppen (HLA-A2 HT-Patienten, HLA-A2" Strumapatienten, HLA-
A2" gesunde Personen).

Nach aktuellem Wissenschaftsstand konnte bislang nicht endgiiltig geklart werden, ob
Thyreoperoxidase oder Thyreoglobulin das autoimmune Hauptziel bei der Hashimoto-

Thyreoiditis ist und welches Antigen das initiale Zielantigen ist.

5.1 Autoimmunes Hauptziel: TPO versus Tg

Da 95% der Hashimoto-Patienten TPO-Antikdrper haben, aber nur 70% Anti-Tg positiv
sind, wurde vermutet, dass TPO das primére Ziel der Autoimmunitit ist (85). AuBlerdem
konnten Huber et al. einen signifikanten Zusammenhang von Anti-TPO-Antikorpern
zur Entwicklung einer manifesten Hypothyreose feststellen. Interessanterweise hatten
im Gegensatz dazu Anti-Tg-Antikdrper keinen pridiktiven Aussagewert flir die
Entwicklung einer Hypothyreose (21). Auch die NHANES III-Studie, als Querschnitt
der Bevolkerung in den USA von 1988 bis 1994, demonstrierte, dass ein alleiniges
Auftreten von Tg-Autoantikdrpern im Serum, im Gegensatz zu TPO-Antikorpern, nicht

mit einer Schilddriisendysfunktion assoziiert werden konnte (86).
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Chen et al. schilderten 2010 in einer Studie mit vier Patienten mit juveniler Hashimoto-
Thyreoiditis und deren Familien, dass zuerst Tg-Autoantikorper und dann TPO-AK im
Serum auftraten. Sobald im Verlauf dann beide Antikorper positiv wurden, dominierte
der Anti-TPO-Titer (87). Damit {ibereinstimmend zeigte auch diese Arbeit, dass die
Hashimoto-Patienten am Zeitpunkt der klinischen Krankheitsmanifestation eine hohere
Anzahl an Thyreoglobulin-spezifischen CD8" T-Zellen aufwiesen, allerdings war der
Unterschied zwischen TPO und Tg nicht statistisch signifikant. Es bedarf kiinftig
weiterer Studien, um endgiiltig zu kldren, welches Antigen zuerst zur autoimmunen
Zielstruktur bei der Hashimoto-Thyreoiditis wird.

Fir die Erforschung dieser Problemstellung wurde bereits ein Tiermodell analog zur
humanen HT entwickelt, als sogenannte Experimentelle Autoimmunthyreoiditis (EAT-
Tiermodell). Brazillet et al. konnten durch eine intravendse Injektion von hitze-
denaturiertem porcinem Thyreoglobulin ohne Adjuvantien eine EAT bei Médusen
induzieren (88). Dies wurde auch unter anderem durch Tomer et al. bestétigt (26).
Andere Studien bewiesen wiederum, dass eine EAT auch mittels Thyreoperoxidase-
Immunisierung der Méduse ausgeldst werden kann (89). Insgesamt ldsst sich aus der
Studienlage schlieBen, dass eine Experimentelle Autoimmunthyreoiditis sowohl durch
TPO als auch durch Tg evoziert werden kann.

In dieser Arbeit konnte deutlich gemacht werden, dass HT-Patienten im Blut und in der
Schilddriise signifikante Mengen an TPO- und Tg-epitopspezifischen CD8" T-Zellen
haben, ohne signifikante Dominanz eines der beiden Strukturen. Thyreoperoxidase und
Thyreoglobulin scheinen gleichwertige Hauptziele der Autoimmunitit zu sein und
parallel zu entstehen. Eine Begriindung dieser These scheinen McLachlan et al. schon
1989 gefunden zu haben. Sie verdffentlichten, dass die Gene von TPO und Tg eine
gemeinsame Aminosduresequenz aufweisen, sich somit gemeinsame T-Zell-Epitope
teilen und deshalb die Autoantikérper Anti-TPO und Anti-Tg gleichzeitig entstehen
(90). Dieses Ergebnis konnte auch erkldren, warum die Zytotoxizitétstest dieser
Dissertation Unterschiede in der Lyserate zeigten. Dass TPO3-Peptid-gepulste Zellen
eine signifikante Lyse induzierten, konnte daran liegen, dass 9 Aminosduren
(ALSEDLLSI) vom TPO3-Peptid mit einem geteilten T-Zell-Epitop zwischen
Thyreoperoxidase und Thyreoglobulin iibereinstimmen. Dies unterstreicht die These der
gleichwertigen Hauptziele TPO und Tg.

Hervorzuheben ist weiterhin, dass die Anzahl und die Epitopverteilung der TPO- und

Tg-spezifischen T-Zellen im Blut der Hashimoto-Patienten sehr dhnlich wie in der
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Schilddriise, dem autoimmunen Zielorgan, waren. Ein analoges Ergebnis beschrieb
auch die Wong-Arbeitsgruppe im Rahmen eines Mausmodells fiir Typ 1 Diabetes
mellitus, welches eine Konformitit der Menge und der Epitopspezifitit der

autoreaktiven Zellen im Blut und in den Pankreasinseln aufzeigte (91).

5.2 Anti-TPO und Anti-Tg: nur ein Epiphanomen?

Es gibt viele Kontroversen iiber die Rolle der Autoantikdrper Anti-TPO und Anti-Tg
und deren Zusammenhang zu den autoreaktiven T-Zellen. Umstritten ist hierbei vor
allem die Relevanz der Autoantikdrper beziiglich der Krankheitsinitiation und ihres
Progresses.

Beim Morbus Basedow ist die Rolle der Autoantikorper, im Gegensatz zur Hashimoto-
Thyreoiditis, sehr gut erforscht. Die Anti-TSH-Rezeptor-Antikorper (TRAK) haben
einen direkten Einfluss auf die Pathogenese, sie haben eine stimulierende Funktion auf
die Thyreozyten, es kommt zur Hypertrophie und Hyperthyreose. Laut Rapoport und
McLachlan beeinflussen die TPO-Autoantikdrper nicht die enzymatische Aktivitit von
Thyreoperoxidase (92).

Ob die Autoantikdrper bei der Hashimoto-Thyreoiditis mittels Antikorper-vermittelter
Zytotoxizitit die Pathogenese beeinflussen oder einfach nur eine immunologische
Begleiterscheinung der Krankheit sind, konnte bislang nicht génzlich geklirt werden.
Die Mehrheit der Studien postuliert eher Letzteres (2). In dieser Dissertation konnte
ebenfalls nachgewiesen werden, dass es keinerlei Korrelation zwischen der Hohe der
Serumautoantikorper und der Anzahl der TPO- und Tg-spezifischen CD8" T-Zellen im
Blut von HT-Patienten gibt. Ebenso stellten Mariotti et al. in ihrer Studie fest, dass
hypothyreote Hashimoto-Patienten zwar signifikant hohe Anti-TPO-AK im Blut haben,
es dabei aber keine direkte Korrelation zwischen der Titerhohe und der
Schilddriisenfunktion der Patienten gab. Interessanterweise sank der AntikOrpertiter
unter Therapie mit L-Thyroxin (85).

Ein bedeutsames Argument, dass die Autoantikorper Anti-TPO und Anti-Tg bei der
Krankheitsgenese der HT keinerlei Bedeutung haben, ist das Vorkommen dieser
Autoantikdrper auch bei gesunden Individuen (25,54).

Laut ,,National Health and Nutrition Examination Survey III Studie® waren sogar tiber

10% der gesunden Untersuchten Autoantikdrper-positiv (16). Mariotti et al. konnten
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erginzen, dass es einen altersabhingigen Anstieg der Prdvalenz von
Schilddriisenautoantikérpern in gesunden Individuen gibt. Untersucht wurden dafiir
Kontrollgruppen zwischen 7-85 sowie 100-108 Jahren (93). Hollowell et al. beschrieben
ebenfalls, dass die Privalenz der Autoantikorper Anti-TPO und Anti-Tg in der US-
Bevdlkerung ansteigend mit dem Alter und signifikant hoher bei Frauen war, sowie
hoher bei Weillen und Mexikanischen Amerikanern als bei Schwarzen (86).
Andererseits konnte es auch Unterschiede zwischen den Autoantikdrpern von gesunden
Individuen, im Vergleich zu denen von Autoimmunthyreoiditis-Erkrankten (AIT)
geben. 2008 beschrieben Latrofa et al., dass sie unterschiedliche Epitop-
Erkennungsmuster  der  Thyreoglobulin-Autoantikorper ~ von  AIT-Erkrankten
(Hashimoto-Thyreoiditis und M. Basedow) im Vergleich zu nicht-AIT-Erkrankten
(Struma nodosa und papilldres Schilddriisencarcinom) entdeckt haben (94). Hinzu
kommt, dass einige Studien auch Argumente liefern, dass es sich bei den
Autoantikdrpern nicht nur um ein Epiphdnomen handeln konnte. Rebuffat et al.
verdffentlichten 2008 eine Studie, die zeigte, dass humane TPO-Antikorper, die aus
dem Serum von Basedow-Patienten isoliert wurden, humane Thyreozyten in vitro
zerstorten, im Rahmen einer AntikOrper-vermittelten und einer Komplement-
aktivierenden Zytotoxizitit. Dabei hatte der Komplementfaktor C1 an den TPO-
Antikorperkomplex auf den Thyreozyten gebunden und eine Signalkaskade bis zum
Membranangriffskomplex (C5b-9) ausgel6st, was mittels Durchflusszytometrie und
Chrom-Release-Assay nachgewiesen werden konnte. Tg-Antikdrper waren allerdings
nicht in der Lage Komplement zu binden (25,95). Die von Blanchin et al. 2003
verdffentlichten Ergebnisse konnten die These der Antikorper-vermittelten Zytotoxizitét
wiederum entkréiften, denn sie fanden heraus, dass der Komplementfaktor C4 auch
direkt an TPO binden und Zytotoxizitdt auslosen kann, unabhidngig von TPO-
Autoantikorpern (96).

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass die grole Mehrheit der Studien {iber
Hashimoto-Thyreoiditis, analog zu den Ergebnissen dieser Doktorarbeit, eindeutig
belegen, dass die Autoantikdrper Anti-TPO und Anti-Tg nur als ein Epiphdnomen der
Erkrankung anzusehen sind, ohne Bedeutung fiir die Pathogenese. Unabhéngig davon,

sind die Autoantikorper fiir die Diagnostik der Hashimoto-Thyreoiditis unabkommlich.
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5.3 HT: eine CD8" T-Zell-vermittelte Erkrankung

Im Gegensatz zu den Kontroversen beziiglich der Rolle der Autoantikorper, ist
weitgehend anerkannt, dass die HT eine T-Zell-vermittelte Erkrankung ist. Um zu
zeigen, dass es sich dabei wesentlich um CD8"- und nicht um CD4" T-Zellen handelt,
zeigten Brazillet et al. bereits 1999 an einem Mausmodell mit Thyreoglobulin-
induzierter EAT, dass die Erkrankung nach Depletion von CD8" T-Zellen nicht
ausgelost werden konnte, wihrend die Depletion von CD4" T-Zellen zu einer etwas
milderen EAT fiihrte (88). Weiterhin fanden sie heraus, dass es sich hierbei um MHC-
Klasse I-restringierte CD8" T-Zellen vom Tcl-Typ handelt, welche vor allem INF-y
sezernieren und Apoptose mithilfe von Perforin oder Fas/FasL induzieren (52,88).
Dabei konnte die tragende Rolle des INF-y bei der EAT dargestellt werden: Méause in
denen INF-y durch neutralisierende Antikorper funktionsuntauglich gemacht wurde,
entwickelten keine EAT (88). Mazziotti et al. beschrieben 2003, dass periphere CD4"-
und CD8" T-Zellen von Hashimoto-Patienten mit Hypothyreose, eine Typ 1-
Aktivierung zeigten mit INF-y-Sekretion, welches fiir Gewebszerstorung und
Krankheitsprogress verantwortlich ist. Euthyreote HT-Patienten zeigten dagegen eine
erhohte TL-4-Sekretion durch CD4" T-Zellen, entsprechend eines Typ 2-Zytokinprofils
(IL4, ILS, IL10), was mit einer Krankheitsregression und einer Suppression von
Immunreaktionen in Verbindung gebracht werden konnte. Die Typ 1-Reaktion ist
bedeutend fiir die Regulation von zellvermittelten Immunantworten, wéahrend die Typ 2-
Reaktion die Antikorperproduktion moduliert und teilweise immunsupprimierend wirkt
(97). Ein weiteres Beispiel fir die Bedeutung von CDS8" T-Zellen bei
Autoimmunkrankheiten zeigte eine Studie iiber die Pravention von Autoimmundiabetes
in NOD-Miusen und BB-Ratten mittels Anti-CD8" Behandlung (88).
Quaratino et al. konnten 2004 mithilfe eines transgenen Mausmodells mit TAZ10-
Maiusen bestdtigen, dass die Hashimoto-Thyreoiditis eine rein T-Zell-vermittelte
Erkrankung ist und die Autoantikérper gegen TPO und Tg keine Rolle bei der
Pathogenese spielen (1). TAZ10-Méuse tragen auf ihren CD4 - und CD8" T-Zellen den
humanen T-Zell-Rezeptor, welcher von einer Schilddriisen-infiltrierenden TPO-
epitopspezifischen T-Zelle eines Hashimoto-Patienten abgeleitet wurde. Die TAZ10-
Maiuse waren Ragl'/ " -Mduse, sie waren also genetisch T- und B-Zell-defizient.
In Abwesenheit von B-Zellen und somit auch von Autoantikdrpern, entwickelten alle
Miuse spontan eine EAT, analog zu einer klassischen humanen Hashimoto-
Thyreoiditis. Es kam zu einer Thyreozytendestruktion durch Apoptoseinduktion mittels
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TPO-spezifischer T-Zellen und im Endstadium entstanden auch hier eine Hypothyreose
(gemessen an einer TSH-Erh6hung und einem T3- und T4-Hormonmangel) sowie eine
Gewichtszunahme der Mause. Die Besonderheit dieses Mausmodells im Vergleich zu
anderen experimentellen Thyreoiditis-Modellen war zum einen die spontane EAT-
Entstehung in den TAZ10-M4&usen, ohne vorangegangene Immunisierung mittels TPO-
oder Tg-Epitopen, und zum anderen die Abwesenheit von Autoantikérpern durch die
genetische B-Zelldefizienz (1,18). Allerdings konnte nicht ausreichend geklért werden,
wie groB die Gewichtung der Zytokinsekretion durch CD4" T-Zellen im Vergleich zur
CDS" T-Zell-vermittelten Zytotoxizitit bei der Thyreozytendestruktion ist (1,18).
Weiterhin fraglich war, welche Zellen die TPO-Epitope prasentiert haben, da B-Zellen
nicht in diesem Modell vorhanden waren (1,18). Andere Studien postulierten, dass die
Thyreozyten selbst fiir die Antigen-Priasentation von TPO-Epitopen (und Tg) auf MHC-
II-Molekiilen verantwortlich sind (55,98).

In einem Folgemodell mit TAZ10-Maiusen, die auch den transgenen T-Zell-Rezeptor
trugen, aber Ragl™ (nicht genetisch T-Zell-defizient) waren, konnte erginzt werden,
dass die spontane Hashimoto-Entstehung der Méuse mit einer signifikanten Reduktion
von Regulatorischen T-Zellen (CD4" und CD25") einherging. Regulatorische T-Zellen
sind dafiir bekannt, Immunreaktionen zu inhibieren und somit Autoimmunitit zu

verhindern (99).

5.4 Hashimoto-Krankheitsdauer und die autoreaktiven T-Zellen

Ein weiteres Schliisselergebnis dieser Doktorarbeit wirft interessante Fragen auf. Mit
steigender Krankheitsdauer der Hashimoto-Thyreoiditis stieg auch die Anzahl der
Thyreoperoxidase- und Thyreoglobulin-epitopspezifischen CD8" T-Zellen an, sodass
HT-Patienten mit einer Krankheitsdauer von mehr als zehn Jahren sehr hohe Anzahlen
dieser autoreaktiven T-Zellen im Blut hatten. Daraus lasst sich schlieBen, dass die T-
Zellen nicht nur fiir die Initiation der Krankheit, sondern auch fiir deren

Aufrechterhaltung und Progress verantwortlich sind.
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6 SCHLUSSFOLGERUNG

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Dissertation, dass die zelluldre
Autoimmunreaktion bei der Hashimoto-Thyreoiditis nicht nur - wie bisher weitgehend
angenommen - gegen Thyreoglobulin sondern auch gegen Thyreoperoxidase gerichtet
ist. Beide Molekiile kommen selektiv in der Schilddriise vor und stellen gleichwertige
Ziele fiir die autoreaktiven CDS8" T-Zellen der HT-Patienten dar. Tg- und TPO-
autoreaktive CD8" T-Zellen sind gleichermaBen in der Schilddriise und im Blut der
Patienten nachweisbar. Sie sind bereits bei der klinischen Krankheitsmanifestation
signifikant erhoht (im Vergleich zu den Kontrollgruppen) und steigen mit zunehmender
Krankheitsdauer stetig an. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass die Tg- und TPO-
epitopspezifischen zytotoxischen CD8" T-Zellen sowohl fiir die Krankheitsinitiation, als
auch fiir deren Progress verantwortlich sind. Dass es keinerlei Korrelation zwischen den
Autoantikérpern Anti-TPO und Anti-Tg zu der Anzahl der epitopspezifischen CD8" T-
Zellen gab, ldsst schliefen, dass die humorale Autoimmunantwort und die zellulédre
Immunantwort voneinander unabhdngige Komponenten der HT sind. Alles deutet
darauf hin, dass es sich bei den Autoantikdrpern nur um ein Epiphdnomen handelt.

In dieser Dissertation konnte erstmalig demonstriert werden, dass sowohl das Tg als
auch die TPO gleichwertige Zielstrukturen fiir die Autoimmunreaktion der HT
darstellen. Tg- und TPO-epitopspezifische CD8" T-Zellen kommen parallel und
gleichermalflen im peripheren Blut und lymphozytéren Infiltrat der Schilddriise von HT -
Patienten vor. Es bleibt offen, ob das Immunsystem der Patienten sich zuerst gegen
TPO oder gegen Tg richtet. Diese Arbeit leistet einen Beitrag zum Verstindnis der

Schilddriisen-spezifischen Autoimmunreaktion bei der Hashimoto-Thyreoiditis.
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8 ANHANG

8.1 Patienteninformation und Einverstandniserklarung fiir HT-

Patienten
Patienteninformation und
Patienteneinverstdndniserklarung
zum Forschungsprojekt mit dem Thema
,,Rolle von autoreaktiven T-Zellen bei der
Autoimmunthyreoiditis*
Sehr geehrter Patient,

sehr geehrte Patientin,

mit dieser Information mdchten wir Sie um Thre Mithilfe bitten. Bei Thnen wurde die
Diagnose einer Autoimmunthyreoiditis gestellt. Es handelt sich dabei um eine
Immunerkrankung, bei der es zu einer chronischen Entziindung der Schilddriise kommt,
wobei die Zerstorung des Schilddriisengewebes unter anderem auf bestimmte
Immunzellen (T-Zellen) zuriickzufiihren ist. Hierbei handelt es sich um weie
Blutzellen, die normalerweise der Immunabwehr dienen, sich in diesem Fall aber auch
gegen korpereigenes Gewebe richten.

Ziel eines aktuell in unserer Klinik laufenden Forschungsprojektes ist es, die Rolle der
autoreaktiven T-Zellen genauer zu untersuchen. Im Detail bedeutet dies, in Threm Blut
und ggf. in der Schilddriise @ T-Zellen nachzuweisen, die  gegen
Schilddriisenoberflichenmolekiile  (Antigene) gerichtet sind. Hierzu werden
verschiedene Laboruntersuchungen (HLA-Bestimmung, Tetramer-Analysen etc.) mit
dem Blut durchgefiihrt.

Sofern Sie einverstanden sind, werden wir von Thnen ein Rohrchen vendses Blut (circa
8 ml) entnehmen. Zu den Risiken der Blutabnahme gehort das Entstehen blauer Flecken
im Bereich der Einstichstelle. Es besteht das sehr geringe Risiko einer lokalen oder
allgemeinen Infektion. In extrem seltenen Féllen kann es zu einer Verletzung eines
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Hautnervs, evtl. sogar mit chronischem Verlauf, kommen. Das entnommene Blut wird
nachfolgend in wunser Forschungslabor iiberfiihrt, um dort die o.g. Analysen
durchzufiihren. Falls bei lhnen zusdtzlich eine Schilddriisenpunktion im Rahmen der
Routineuntersuchung  notwendig werden wiirde, so wiirden Reste des
Schilddriisengewebes (die normalerweise in der Punktionsnadel verbleiben) ebenfalls
fiir die Laboruntersuchungen verwendet werden. Eine zusédtzliche Schilddriisenpunktion
ist nicht notwendig.

Die in Zusammenhang mit den Untersuchungen erhobenen Daten werden nur von
wissenschaftlichen Mitarbeitern eingesehen, die sdmtlich der Schweigepflicht
unterliegen. Personenbezogene Informationen werden absolut vertraulich behandelt und
unterliegen den allgemeinen Bestimmungen des Datenschutzes. Weitere Fragen werden

sehr gern von uns beantwortet.

Einwilligungserkldrung:

Uber Inhalt, Ablauf und Tragweite der geplanten Untersuchung wurde ich aufgeklrt.
Die Patienteninformation habe ich gelesen, verstanden und alle meine Fragen kldren
konnen.

Ich bin damit einverstanden, dass ein Teil des bei mir entnommenen Blutes fiir

wissenschaftliche Untersuchungen genutzt wird.

Name des Patienten Ort, Datum Unterschrift

Name des Arztes Ort, Datum Unterschrift
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8.2 Patienteninformation und Einverstandniserklarung fur

Struma-Patienten

Patienteninformation und
Patienteneinverstindniserklarung
zum Forschungsprojekt mit dem Thema
,,Rolle von autoreaktiven T-Zellen bei der

Autoimmunthyreoiditis*

Sehr geehrter Patient,

sehr geehrte Patientin,

mit dieser Information mdchten wir Sie um Thre Mithilfe bitten. Bei Thnen wurde die
Diagnose einer Struma, also einer Vergroferung der Schilddriise, unabhéngig von ihrer
Funktionslage, gestellt.

Ziel eines aktuell in unserer Klinik laufenden Forschungsprojektes ist es, die Rolle von
autoreaktiven T-Zellen bei einer Autoimmunerkrankung der Schilddriise genauer zu
untersuchen. Im Detail bedeutet dies, nachzuweisen, dass in Threm Blut KEINE
Immunzellen (T-Zellen) existieren, die gegen eigene Schilddriisenoberflichenmolekiile
(Antigene) gerichtet sind. Hierzu werden verschiedene Laboranalysen (HLA-
Bestimmung, Tetramer-Analysen etc.) mit dem Blut durchgefiihrt und mit den
Ergebnissen von Patienten mit einer Autoimmunthyreoiditis verglichen.

Sofern Sie einverstanden sind, werden wir von Thnen ein Rohrchen vendses Blut (circa
8 ml) entnehmen. Zu den Risiken der Blutabnahme gehort das Entstehen blauer Flecken
im Bereich der Einstichstelle. Es besteht das sehr geringe Risiko einer lokalen oder
allgemeinen Infektion. In extrem seltenen Fillen kann es zu einer Verletzung eines
Hautnervs, evtl. sogar mit chronischem Verlauf, kommen. Das entnommene Blut wird
nachfolgend in unser Forschungslabor {berfiihrt, um dort die o.g. Analysen
durchzufiihren. Falls bei Thnen zusétzlich eine Schilddriisenpunktion im Rahmen der
Routineuntersuchung notwendig werden wiirde, so wiirden Reste des

Schilddriisengewebes (die normalerweise in der Punktionsnadel verbleiben) ebenfalls
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fiir die Laboruntersuchungen verwendet werden. Eine zusétzliche Schilddriisenpunktion
ist nicht notwendig.

Die in Zusammenhang mit den Untersuchungen erhobenen Daten werden nur von
wissenschaftlichen Mitarbeitern eingesehen, die sdmtlich der Schweigepflicht
unterliegen. Personenbezogene Informationen werden absolut vertraulich behandelt und
unterliegen den allgemeinen Bestimmungen des Datenschutzes. Weitere Fragen werden

sehr gern von uns beantwortet.

Einwilligungserklarung:

Uber Inhalt, Ablauf und Tragweite der geplanten Untersuchung wurde ich aufgeklirt.
Die Patienteninformation habe ich gelesen, verstanden und alle meine Fragen kléren
konnen.

Ich bin damit einverstanden, dass ein Teil des bei mir entnommenen Blutes fiir

wissenschaftliche Untersuchungen genutzt wird.

Name des Patienten Ort, Datum Unterschrift

Name des Arztes Ort, Datum Unterschrift
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