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Abkilirzungsverzeichnis

AMP Antimikrobielle Peptide

ATP Adenosintriphosphat

APC Antigen-prasentierende Zelle, antigen presenting cell

Avidin-HRP Avidin-Horseradish Peroxidase

BCR B cell receptor

°C Grad Celsius (0 °C = 273,15 Kelvin)

CAMP Cathelicidin antimicrobial peptide, alternativ LL37

CPT Cell Preparation Tube

cD Cluster of differentiation, Gruppen immunphanotypischer Oberfla-
chenmerkmale

cDNA Komplementare DNA

CFP10 10 kDa culture filtrate protein, sezerniert von M.tuberculosis

COX Cyclooxygenase

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure, Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ESAT6 6 kDa early secreted antigenic target, sezerniert von M.tuberculosis

FBS/FCS Fotales Kalberserum, Fetal bovine serum/ Fetal calf serum

Foxp3 Forkhead-Box-Protein P3

GABA y-Aminobuttersaure

H Stunde

HBD2 Humanes B-Defensin 2

HBSS Hanks Balanced Salt Solution

HCL Salzsaure




Humane Fibroblast-ahnliche Synoviozyten, Human Fibroblast-like-

HFLS synoviocytes

HHV Humanes Herpesvirus

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

IFN Interferon

IGRA IFN-y Release Assay

IL Interleukin

ISG15 Interferon stimuliertes Gen 15, Interferon stimulated gene 15

JAK Janus-Tyrosinkinase

LAM-Mtb Lipoarabinomannan von M.tuberculosis

LAT Lymphozytenaktivierungstest

LPS Lipopolysaccharide

LT Lymphotoxin

LTA Lipoteichonsaure

MHC I MHC-Klasse-II-Komplex, Major histocompatibility complex I1,

Min Minuten

Mtb Mycobacterium tuberculosis

NK-Zellen Naturliche Killerzellen

OAS2 Oligoadenylat-Synthetase2

OASL Oligoadenylat-Synthetase-ahnliches Protein

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung, Phosphate buffered saline

PBMC mononukleare Zellen des peripheren Blutes, Peripheral Blood Mono-
nuclear Cell

PFA Paraformaldehyd

PsA Psoriasis Arthritis

P/S Penicillin/ Streptomycin

RA Rheumatoide Arthritis

Rpm

Umdrehungen pro Minute, revolutions per minute




RT

Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion

SB Stratum basale

SC Stratum comeum

SDS Natriumlaurylsulfat, sodium dodecyl! sulfate

Sec Sekunden

SFM Serum-freies Medium

SG Stratum granulosum

SS Stratum spinosum

STAT Signal transducer and activator of transcription

TCR T-Zell-Rezeptor, T cell receptor

TGF-B Transformierender Wachstumsfaktor-3, Transforming growth factor-f3
TH-Zelle T-Helferzelle

TLR Toll-like-receptor

Tmax Maximale Plasmakonzentration

TNFa Tumornekrosefaktor-a

Treg-Zelle Regulatorische T-Zelle

T Terminale Halbwertszeit

Varlz.ella Varizellen Impfstoff

vaccine

VzVv Varizella-Zoster-Virus

VZV gE Oberflachenprotein des Varizella-Virus, Envelope glycoprotein E
VZV IE63 Latenzprotein des Varizella-Virus, Immediate-Early 63 Protein
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Zusammenfassung

Die Haut als das flachenmalig gréfite Organ des Menschen besitzt einige Funktionen,
die den Organismus vor Pathogenen schiitzt. An erster Stelle stehen hier wahrschein-
lich die antimikrobiellen und antiviralen Peptide, die durch Keratinozyten der Epidermis
sezerniert werden. Diverse Zytokine sogenannter TH17-Zellen sind in der Lage, diese
Freisetzung an Peptiden zu stimulieren. Hierflr nutzen sie den Typ lI-Zytokinrezeptor,
dessen Bindung in einer Aktivierung des Janus Kinase (JAK) Signalwegs resultiert und
schlieBlich die STAT-Transkriptionsfaktoren induziert.

Dies lasst vermuten, dass eine Hemmung des JAK/STAT Signalwegs eine Reduktion
der Produktion antimikrobieller und antiviraler Peptide zur Folge haben kdnnte. Eine
solche verminderte Sekretion durch Keratinozyten kénnte dementsprechend in einer
erhdhten Anfalligkeit fir bakterielle und virale Infektionen resultieren.

Aullerdem koénnte eine Inhibierung des JAK/STAT Signalwegs zudem einen Einfluss
auf die T-Zelldifferenzierung haben. Das bedeutet, die Blockade dieses Signalwegs
konnte die Differenzierung dahingehend beeinflussen, dass anstelle einer pathogenen
autoimmun wirksamen TH17-Zelle eine nicht-pathogene TH17-Zelle entsteht. Eine
solche Anderung wiirde erklaren, weshalb diverse Autoimmunerkrankungen unter JAK
Inhibition deutliche Verbesserungen des Krankheitsbildes zeigen.

Um diese Hypothesen zu prifen, wurden Keratinozyten, Synoviozyten und T-Zellen
stimuliert sowie mit dem JAK Inhibitor Tofacitinib inkubiert. Im Anschluss wurde mittels
gPCR der Einfluss auf die Genexpression der entsprechenden Zellen analysiert. Zu-
satzlich wurden Lymphozyten-Aktivierungstests und Interferon-gamma release assays
durchgefihrt, um den Einfluss der Zugabe von Tofacitinib auf die Aktivierung periphe-

rer Blutzellen zu testen.

Vi



Summary

The skin as the biggest human organ has a lot of functions to protect the organism
against pathogens. The first line of the host’'s immune defense are antimicrobial and
antiviral peptides which are secreted by epithelial cells (keratinocytes). Cytokines de-
rived from TH17 cells are able to induce this secretion of peptides. Therefore, they
transduce their signal via the type Il cytokine receptor, and the signal transduction of
this receptor in turn involves Janus kinases (JAK) which induce signal transducers and

activators of transcription (STATS).

This implies that an inhibition of the JAK/STAT pathway could lead to a reduced secre-
tion of antimicrobial and antiviral peptides by keratinocytes. Such a reduction could
thereby support an enhanced susceptibility to different kinds of bacterial and viral infec-

tions.

In addition a blockage of the JAK/STAT pathway might also influence the T cell differ-
entiation. To be exact, that means that a blockage of this pathway could drive the dif-
ferentiation of TH17 cells towards a more regulated instead of a pathogenic phenotype.
Such an alteration may explain the improvements seen under JAK inhibition in different

autoimmune diseases.

To prove these hypotheses, keratinocytes, synoviocytes and T cells were stimulated
with various agents as well as JAK inhibitor tofacitinib. The next step was to analyse
the impact of JAK inhibition in regard to the gene expression via gPCR. Additionally,
lymphocyte activation tests and interferon-gamma release assays were performed to

detect the impact of tofacitinib on the activation of peripheral blood cells.
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1 Einleitung
1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem wird grob in die angeborene und die erworbene Immunitat unterteilt.
Das angeborene Immunsystem ist dem Menschen von Geburt an gegeben, wohinge-

gen die erworbene Immunitat erst mit der Zeit ausgebildet wird und ausreift [1].

Ohne das Immunsystem ware der menschliche Kdrper nicht nur vollkommen wehrlos
gegenlber Noxen, die von extern eindringen, sondern auch nicht in der Lage, kdrper-
eigene entartete Zellen auszuschalten. Im Normalfall sollte der Korper jedoch keine
eigenen Zellen angreifen, weshalb es essentiell ist, zwischen kdrpereigenen und frem-
den Zellen unterscheiden zu kénnen. Auf der Oberflache von Bakterien oder Viren
sind spezielle Oberflachenproteine vorhanden, die als Antigene bezeichnet werden und
bei Kontakt mit Rezeptoren auf einer Immunzelle eine Immunreaktion auslésen. Die
Zellen, die ein solches Antigen erkennen und schlie3lich den T-Zellen prasentieren
kénnen, nennt man Antigen-prasentierende-Zellen (engl. antigen-presenting cell,
(APC)). Sie nehmen das Antigen auf und prasentieren es mit Hilfe ihres MHC-Klasse-II
Komplex Molekuls (engl. Major histocompatibility complex Il (MHC II)) auf ihrer Ober-
flache. Ist das Antigen bereits bekannt, verlauft eine solche Reaktion deutlich schneller
als bei einem unbekannten. Auf den korpereigenen Zellen befinden sich ebenfalls
Oberflachenproteine, damit sie vom Immunsystem als korpereigen erkannt werden
kénnen. Wahrend der Immunzellausreifung wird das Erkennen dieser Molekule von
den Immunzellen ,gelernt. Liegt hier ein Fehler vor und Immunzellen erkennen kor-
pereigene Zellen nicht als solche, spricht man von einer autoimmunen Reaktion, die

zur Ausbildung einer Autoimmunkrankheit fiuhren kann [2, 3].

111 T-Zellen

Bei den T-Zellen handelt es sich um so genannte T-Lymphozyten, also um
lymphozytéare Zellen. Zusammen mit den B-Lymphozyten, den natirlichen Killerzellen
(NK-Zellen) und den Granulozyten gehoéren sie zu den Leukozyten, welche auch als

weile Blutkdrperchen bezeichnet werden (siehe Abb.1).
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Abb. 1: Blutzellentwicklung

Die Entwicklung der Blutzellen wird in zwei Linien unterteilt: die lymphoide und die myeloide Linie. Erythrozyten,
Thrombozyten und Granulozyten gehen aus myeloiden Stammzellen hervor, wahrend alle Lymphozyten inklusive der
natirlichen Killerzellen aus lymphoiden Stammzellen hervor gehen. Veréndert nach: Terese Winslow 2007 und
genehmigt Winslow [4]. For the National Cancer Institute © 2007 Terese Winslow LLC, U.S. Govt. has certain
rights

Wahrend die B-Zellausreifung im Knochenmark stattfindet, reifen die T-Zellen im Thy-
mus heran. Hier wird darauf geachtet, dass nur Zellen, die nicht auf kérpereigene Anti-
gene reagieren, weiter entwickelt werden. Erkennt eine T- oder B-Zelle diese Antigene
als fremd, wird entweder der entsprechende T-Zellrezeptor (TCR) oder B-Zellrezeptor
(BCR) ausgetauscht, oder die Zelle geht in die Apoptose Uber [5].

Generell lassen sich T-Zellen in T-Helferzellen, die das Cluster of Differentiation (CD) 4
auf der Oberflache tragen, und zytotoxische T-Zellen (mit CD8 auf der Oberflache)
unterteilen. Bei den T-Helferzellen unterscheidet man nun zwischen regulatorischen
T-Zellen (Treg) und Effektor-T-Zellen (TH-Zellen). Effektor-T-Zellen lassen sich wiede-
rum anhand ihrer Transkriptionsfaktoren und sekretierten Zytokine in sogenannte TH1-,
TH2 oder TH17-Zellen einteilen (Abb.2). Tregs sind daflr bekannt, dass sie autoimmu-
ne Reaktionen oder beispielsweise die Antwort auf eine Infektion inhibieren. Durch den

transformierenden Wachstumsfaktor-B (engl. Transforming growth factor-B (TGF-B))
2



wird die Differenzierung der Treg-Zelle aus einer CD4+ T-Zelle induziert (Abb.2). Dies
geschieht, indem TGF- den Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein P3 (Foxp3),
der zur Treg-Zelldifferenzierung essentiell ist, stimuliert [7]. Interessant ist auRerdem,
dass das akute-Phase-Protein IL-6 die Treg-Zelldifferenzierung inhibiert, wahrend es
zusammen mit TGF-B die Bildung von TH17-Zellen induziert. Dementsprechend ist
abhangig von den Zytokinen in der Umgebung, welche Art der T-Zelldifferenzierung
vollzogen wird. Im Falle einer Reaktion des Immunsystems auf ein entzindliches Ge-
schehen wird durch die Prasenz von IL-6 eine TH17-Zelle entstehen, wahrend in einem
Umfeld ohne IL-6 Ausschuttung eine anti-inflammatorische Treg-Zelle ausdifferenziert,
die eine Immunantwort unterdruckt [5, 8].

Inzwischen ist bekannt, dass eine Stérung in der Ausdifferenzierung der Tregs einer
der Grunde fur das Auftreten von Autoimmunerkrankungen ist. Aufderdem ist Funktion

und Anzahl der Treg-Zellen bei Autoimmunerkrankungen gesenkt [5, 9].

Wahrend Tregs Reaktionen des Immunsystems inhibieren, ist es die Aufgabe der
TH-Zellen, intrazelluldre und exrazellulare Pathogene zu bekampfen. Dies gelingt, in-
dem sie die zellulare Seite des Immunsystems anregen und Interferon-y (INF-y) sowie
Lymphotoxin (LT) freisetzen [10]. Es handelt sich dementsprechend um eine Art funkti-
onelle Antagonisten.

Problematisch kann dies werden, wenn es zu einer Ubermafligen Produktion
proinflammatorischer Zytokine kommt. Bei einer erhéhten TH1-Antwort kommt es bei-
spielsweise zu inflammatorischen und autoimmunen Stérungen bei betroffenen Patien-
ten. Eine vermehrte Sezernierung durch TH2-Zellen ist assoziiert mit vermehrten atopi-
schen Erkrankungen wie allergischem Asthma bronchiale oder Rhinokonjunktivitis. Im
Tierversuch zeigte sich, dass auch eine verstarkte TH17-Antwort negative Auswirkun-
gen auf den Korper hat. Vor allem TH17-Zellen mit einer Spezifizierung auf korperei-
gene Antigene flhren zu einem vermehrten Auftreten von Autoimmunerkrankungen
[11].
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Abb. 2: Differenzierung einer CD4+ T-Zelle in effektorische oder regulatorische T-Zellen
In Gegenwart verschiedener Zytokine entstehen aus naiven T-Zellen verschiedene Subtypen von T-Zellen. Gezeigt

wird, welche Zytokine und Transkriptionsfaktoren fir die Differenzierung verantwortlich sind und welche Produkte
von den jeweiligen Zellen ausgeschittet werden. Ebenfalls gezeigt wird, welche TH-Zelle mit welchem systemischen
Effekt oder Betrag zur Immunabwehr assoziiert ist. Verandert nach Sakaguchi et al. 2008 [5]

1.1.2 TH17-Zellen

TH17-Zellen gehéren zu den drei wichtigsten Subtypen der T Helferzellen (TH-Zellen)

(Abb.2) und spielen in der Abwehr gegen extrazellulare Pathogene eine wichtige Rolle.

TH17-Zellen sezernieren hauptsachlich IL-17, was ihre Namensgebung erklart. Friher
nahm man an, dass Ausldser hierflr eine IL-23 Freisetzung ist, neuere Erkenntnisse
zeigen, dass TGF-B1 in Kombination mit IL-6 sowie die Transkriptionsfaktoren STAT3
und RORyt fur die TH17-Zelldifferenzierung verantwortlich sind. IL-23 dagegen wird
eher als stabilisierender Faktor eingestuft. IL-21 spielt eine groRe Rolle in der
Amplifizierung der TH17-Zelle [11, 12].

Wahrend TH1-Zellen dafur bekannt sind, dass sie intrazelluldre Pathogene bekdmpfen

und TH2-Zellen fur die Abwehr extrazelluldrer Pathogene unerlasslich sind, geht man

davon aus, dass TH17-Zellen die Liicken in der Immunabwehr zwischen den beiden

TH-Zellen schlieen [10, 11]. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass nicht alle

TH17-Zellen von Natur aus pathogen sind. Erst der Kontakt mit IL-23 hat zur Folge,
4



dass die Konzentration an anti-inflammatorischem IL-10 in sich differenzierenden
TH17-Zellen drastisch abnimmt [13]. Dies hat eine autoimmune Wirkung und dement-
sprechend eine Pathogenitat der TH17-Zellen zur Folge. Lee et al. beschreiben, dass
es aufgrund der grof3en Plastizitat von TH17-Zellen auch mdglich ist unabhangig von
IL-23 eine pathogene TH17-Zelle zu erhalten, wenn in der Zelldifferenzierung einer
naiven T-Zelle IL-6 in Kombination mit TGF-B3 anstelle von TGF-31 vorliegt [14]. Der
Transkriptionsfaktor T-bet, der eine Rolle bei der Differenzierung zu TH1-Zellen spielt,
wird ebenfalls mit der Entstehung pathogener IL17 produzierender TH-Zellen in Ver-
bindung gebracht. In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Tiere, denen T-
bet fehlte, vor dem Ausbruch einer Autoimmunerkrankung geschuitzt waren [15]. Es
liegt nahe, dass T-bet mit der endogenen Produktion von TGF-f3 in TH17-Zellen as-
soziiert sein konnte, jedoch ist der genaue Mechanismus noch nicht geklart. Die Ex-
pression von T-bet in TH17-Zellen wiederum wird geférdert durch IL-23 und dieser
Kreislauf wird vollendet dadurch, dass T-bet seinerseits die Genexpression des IL-23
Rezeptor (IL-23R) steigert, was den Zusammenhang des Zytokins mit pathogenen TH-
Zellen erklart. TGF-B1 dagegen hemmt die Expression des Transkriptionsfaktors T-bet
und des IL-23R. Zudem steht der Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierende Fak-
tor (GM-CSF) anscheinend zusatzlich mit der Wirkungsweise pathogener TH-Zellen in
Verbindung, der genaue Mechanismus der Aktivierung ist jedoch noch unklar [7, 14,
16, 17].

Das Interleukin IL-17 besitzt 6 verschiedene Unterarten, wobei TH17-Zellen nur IL-17A
und IL-17F produzieren [18, 19]. Man geht davon aus, dass die Zytokine einzeln, aber
auch zusammen als Heterodimere ihre Wirkung entfalten und eine Immunantwort aus-
I6sen koénnen [20]. Die Zytokine wirken auf gewisse Zellen pro-inflammatorisch und
I6sen in ihnen die Ausschittung von diversen Zytokinen, Chemokinen und
Metalloproteinasen aus. Speziell in der Abwehr von Bakterien mit einer dinnen
Peptidoglykanschicht (Gram-negativ) und Pilzen ist eine IL-17 Freisetzung sehr hilf-
reich. Allerdings ist IL-17 auch in Geweben nachweisbar, die von einer Autoimmuner-

krankung wie der rheumatoiden Arthritis (RA) betroffen sind.

Zusatzlich werden in TH17-Zellen auch Interferon (IFN)-y, IL-21, IL-22, IL-26 und IL-29
produziert, wobei IL-29 eine wichtige Rolle in der antiviralen Abwehr spielt [8, 11, 21-
23].

Entscheidend ist, dass IL-22, IL-26, IL-29 und IFN-y an Rezeptoren binden, die zur
Typ Il Zytokinrezeptor Familie gehéren [24, 25]. Dies hat zur Folge, dass TH17-

assoziierte Zytokine in ihren Effektorzellen, wie beispielsweise Keratinozyten (spater im
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Detail beschrieben), eine Signaltransduktion Uber den Janus Kinase (JAK) Signalweg
bewirken. Zusatzlich wirken IL-6 und IL-23 ebenfalls Uber den JAK Signalweg, was ihm

eine grofRe Rolle in der T-Zelldifferenzierung einbringt [26, 27]

1.1.3 Antimikrobielle und antivirale Peptide

Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide (AMP) kommen vor allem in den epithelialen Grenzzonen des
menschlichen Koérpers zur Umwelt vor. Sie reagieren, anders als die Immunzellen,
nicht spezifisch auf bakterielle Reize. Sie wirken durch ihre positive (kationische) La-
dung, die es ihnen ermdglicht, z.B. bakterielle Proteasen zu hemmen oder Bakterien
auszuschalten, indem sie an die Membran binden und Poren verursachen. Um ein
Bakterium angreifen zu kénnen, muss das AMP zunachst mit Hilfe elektrostatischer
Bindungen an der Oberflache anhaften. Lipopolysaccharide (LPS) und
Lipoteichonsduren (LTA) dienen hier unter anderem als Angriffspunkt. Diese dul3eren
Strukturen gram- bzw. gram+ Bakterien missen im nachsten Schritt Gberwunden wer-
den, um an die Doppelmembran zu gelangen. Erst dann ist es mdglich, Poren durch

die Membran herzustellen [28].

Humane Immunzellen, wie beispielsweise TH17-Zellen reagieren auf bakterielle Anti-
gene mit einer Sezernierung von IL-22, IL-17A und IL-17F. Diese Zytokine I6sen in
Keratinozyten eine vermehrte Produktion von humanem B-Defensin2 (HBD2),
Psoriasin (S100A7), S100A8 und S100A9A9 aus (Abb.3). Psoriasin (S100A7) ist ein
AMP, welches vor allem in psoriatischen Hautlasionen verstarkt vorkommt und aus-
schliellich von Keratinozyten produziert wird. Diese Exklusivitdt unterscheidet
Psoriasin von den verwandten Proteinen S100A8 und A9, die zusatzlich auch von
myeloiden Blutzellen hergestellt werden kdnnen [29]. Eine wichtige Aufgabe des
Psoriasins ist es, die Haut vor einer Infektion durch das Darmbakterium Escheri-
chia coli (E.coli) zu schitzen. Es scheint so, als habe sich S100A7 auf E.coli speziali-
siert, was es von anderen AMPs unterscheidet, die ein breiteres Spektrum an Bakteri-

en bekampfen [30].

Wahrend manche AMPs wie HBD1 dauerhaft von Keratinozyten sezerniert werden,
werden andere nur dann produziert, wenn eine akute Entziindung oder Infektion vor-
liegt. Hierzu zahlen die genannten Defensine HBD2 und 3, sowie S100A7, A8 und A9.
Cathelicidine, wie LL37, welches vom CAMP-Gen codiert wird, werden ebenfalls erst
bei Auftreten einer Entziindung, wie z.B. bei einer Erkrankung wie der Psoriasis, von

Keratinozyten produziert [28, 31-33].



Wahrend eine verminderte Produktion von AMPs zu Erkrankungen wie der atopischen
Dermatitis fuhrt, liegt bei chronischen Autoimmunerkrankungen wie der Psoriasis eine
vermehrte Aktivitdt an TH1- und TH17-Zellen und dementsprechend auch eine Uber-
mafige Produktion an AMPs vor, was erklart, warum bei diesen Patienten im Vergleich

keine vermehrten Infektionen auftreten [32, 34].

Antivirale Peptide

Ahnlich wie die AMPs sind auch die antiviralen Peptide (AVP) ein wichtiger Teil der
adaptiven Immunabwehr des menschlichen Kdorpers. Antivirale Effekte werden haupt-
sachlich durch IFN-y und IL-29 induziert.

Kommt es zu einer viralen Infektion, so wird die IL-29 Produktion amplifiziert. IL-29
stimuliert daraufhin die Sezernierung von AVPs. Dies geschieht Uber die Bindung an

einen Klasse II-Zytokinrezeptor der Zielzelle [35, 36]

Die Wirkungsweise von IFN-y ist hinlanglich bekannt und ist so ausschlaggebend, dass
Menschen, denen der IFN-Rezeptor fehlt, an viralen Infektionen versterben [37]. IFN-y
nutzt fur die Effekte in Keratinozyten den JAK/STAT Signalweg, wobei der Interferon
Rezeptor aus JAK1 und JAK2 besteht [25]. Inzwischen sind vier Signalwege bekannt,
deren anitvirale Effekte durch die IFN-y induzierte JAK/STAT Induktion ausgeldst wer-
den [38].

Einer dieser vier Signalwege ist der ,ISG15 ubiquitin-like Signalweg®. Das Interfe-
ron stimulierte Gen 15 (engl. Interferon stimulated gene 15 (ISG15)) ist ein dem
Ubiquitin ahnelndes Molekul, welches von Typ-l Interferonen stimuliert wird und eng
mit der Abwehr viraler Infektionen in Verbindung steht. Es konnte nachgewiesen wer-
den, dass ISG15 in der Lage ist, diverse Viren zu inhibieren. Dazu z&hlen unter ande-
rem das humane Papilloma-Virus, das humane Varizella Zoster-Virus (VZV) oder auch
das Influenza-Virus [39]. Es werden also nicht nur DNA-, sondern auch RNA- und Ret-
roviren von ISG15 beeinflusst. Diese Erkenntnisse zeigten sich sowohl in vitro als auch
in vivo. Studien konnten zeigen, dass ISG15 beispielsweise das Humane
Immundefizienz-Virus (HIV) hemmt, indem die Freisetzung und das so genannte
Budding der Viren aus der Wirtszelle unterbunden werden. Ein anderer Mechanismus
der Hemmung kommt beim Influenza-Virus zum Einsatz. Hier wird davon ausgegan-

gen, dass ISG15 als Antagonist der viralen Replikation wirkt [38, 40, 41].

Des Weiteren ist der ,Mx GTPase Signalweg“ wichtig fur die IFN-vermittelte antivirale
Abwehr, denn das Interferon-induzierte GTP-bindende Protein MXA (synonym: MX1)
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zeigt ebenfalls antivirale Aktivitdt. Es handelt sich um eine GTPase, die durch Typ I-
und Typ lll-Interferon induziert die Transkription und Replikation von Influenza Viren
und anderen DNA- sowie RNA-Viren hemmt [38, 42, 43].

Als drittes existiert der ,2,5 Oligoadenylat-Synthetase/RNaseL Signalweg“. Er umfasst
die Gruppe der Oligoadenylat-Synthetasen, zu denen unter anderem die
Oligoadenylat-Synthetase2 (OAS2) und das Oligoadenylat-Synthetase-like Protein
(OASL) gehéren. Sie sind in der Lage, aus Adenosintriphosphat (ATP) Oligomere des
Adenosins zu synthetisieren, was zu einer Aktivierung der latenten Form der RNase L
fuhrt [44]. Die aktive Form der RNase L sorgt fur einen Zerfall der viralen RNA. Die
OAS-Proteine werden durch IFN-y stimuliert und zusatzlich sorgt die Prasens der de-
gradierten RNA Fragmente durch die RNase L zu einer Anregung der
IFN-Ausschuttung [38, 44, 45].

Als vierter und damit letzter Signalweg ist kurz der ,Protein Kinase R Signalweg“ zu
nennen. Die Protein Kinase R ist eine durch IFN und virale RNA aktivierte Kinase, die
in der Lage ist, die eukaryotische RNA-Translation zu hemmen, um zu verhindern,
dass eingeschleuste virale RNA Ubersetzt wird [38, 46].

Die Induktion von antiviralen als auch antimikrobiellen Peptiden durch TH17-Zellen ist
in Abb.3 veranschaulich.
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Abb. 3: Induktion antimikrobieller und antiviraler Peptide durch TH-17-Zellen

TH17-Zellen produzieren IL-22 und IL-17 welche in Keratinozyten die antimikrobielle Aktivitat durch Produktion von
Psoriasin, LL37 und humane Defensine aufrechterhalten. Das von TH17-Zellen sezernierte IL-26 zeigt direkte anti-
mikrobielle Aktivitat. Zusétzlich zu ihrer antimikrobiellen Aktivitat, konnen TH17-Zellen auch die antivirale Abwehr
durch Sekretion von IL-29 beeinflussen. Dieses Interleukin 16st in Keratinozyten die Expression von antiviralen Sub-
stanzen wie MX1, OASL oder ISG15 aus. Zusatzlich zu IL-29 wirkt auch IFN-y auf die antivirale Abwehr. Da es sich
allerdings um ein Zytokin handelt, welches hauptsachlich von TH1-Zellen sezemiert wird, ist es hier nicht dargestellt.
Auf diese Art und Weise wird in den Keratinozyten die Sezernierung der Peptide angeregt, wodurch es zu einer
erhdhten antimikrobiellen oder antiviralen Aktivitdt kommt. Quelle: eigene Darstellung.



1.2 Anatomie der Haut

Die menschliche Haut ist das Organ mit der gréften Oberflache und dient dem Kérper
als Schutzbarriere vor der Umwelt. Sie lasst sich grob in drei Schichten unterteilen. Die
oberste Hautschicht wird von der Epidermis gebildet, gefolgt von der Dermis und der
Subcutis. Genauer lassen sich jedoch auch einzelne Schichten der Epidermis be-

schreiben, die ein mehrschichtig verhorntes Plattenepithel bildet [47-49].

Der oberste und damit duRerste Teil der Epidermis wird als Stratum corneum bezeich-
net, da es sich hierbei um mit Keratin angereicherte, abgestorbene Zellen handelt. Die-
se Zellschicht bietet vor allem einen physikalischen Schutz vor der Umwelt [50]. Die
Zell-Zell-Verbindungen der nachfolgenden Schichten unterstitzen diese Art des Schut-
zes, wobei in diesen Hautschichten auch eine biochemische Abwehr vorliegt. Durch
Immunzellen oder AMPs werden Pathogene erkannt und beseitigt. Das Stratum
corneum besteht aus so genannten Korneozyten, die sich aus Keratinozyten entwi-
ckeln und ihre Gestalt dementsprechend verandern. Diese Zellen haben ihre mitotische
Funktion komplett verloren und werden mit der Zeit durch Exfoliation abgeschilfert.
Nicht nur fir den mechanischen Schutz ist diese Schicht unerlasslich, ebenfalls der
Ubermafige transepidermale Wasserverlust wird durch diese Art Barriere verhindert.
Die Desmosome des Stratum corneum werden als Korneodesmosome bezeichnet und

sorgen fur einen starken Verbund der einzelnen Zellen [48, 51].

An das Stratum corneum angrenzend befindet sich das Stratum granulosum (Abb. 4).
Diese Schicht besteht aus flachen, granulierten, polygonalen Keratinozyten, die sich
kurz vor der Verhornung befinden. Per Exozytose kdnnen sich die Zellen ihrer Granula
entledigen, wahrend der lipidhaltige Inhalt im Extrazellularraum eine gewisse Schutz-
funktion Gbernimmt. Zu diesem Zeitpunkt besitzen die Zellen noch einen funktionsfahi-
gen Nukleus [47, 52]. In dieser Schicht und im darunter liegenden Stratum spinosum
sind die Keratinozyten stark mittels sogenannter Tight-junctions verbunden. Diesen
undurchlassigen Zell-Zell-Kontakten konnte ebenfalls eine grofle Rolle beziiglich der
Barrierefunktion der Haut zugeschrieben werden. Bei Beeintrachtigungen des Stratum
corneum, wie es bei Patienten mit Psoriasis vulgaris vorkommt, kann man die
Tight-junctions Proteine Claudind und Occludin, die normalerweise im Stratum
granulosum und in oberen Anteilen des Stratum spinosum vorkommen, auch in viel
tieferen Hautschichten detektieren. Dies lasst eine reaktive Produktion von
Tight-junctions vermuten, die wahrscheinlich dazu dient den fehlenden Schutz des

Stratum corneum bei Beeintrachtigung auszugleichen [48].
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Zwischen Stratum granulosum und Stratum basale befindet sich die dickste Schicht der
Epidermis, das Stratum spinosum (Abb.4). Wahrend die untersten Zellschichten des
Stratum spinosum ahnlich mitotisch aktiv sind wie das Stratum basale, verlieren die
oberen Zellschichten des Stratum spinosum diese Fahigkeit und flachen immer weiter
ab, je hoher sie vordringen. Das Immunsystem betreffend liegen hauptsachlich die
Langerhans-Zellen vor und ubernehmen hier die Funktion antigenprasentierender Zel-
len. In ihren phagozytaren und immunologischen Eigenschaften dhneln sie den Makro-

phagen des Blutes [47].

Die unterste Schicht der Epidermis wird vom Stratum basale gebildet (Abb.4). Es han-
delt sich um eine einzellige Schicht aus Keratinozyten, welche Uber grof3e Nuklei ver-
figen. Uber sogenannte Hemidesmosome sind sie mit der Basalmembran verbunden,
der sie aufsitzen. Hier findet die Zellteilung statt und manche der gebildeten Zellen
wandern als Spinal-Zellen in das Stratum spinosum ein, um schlieRlich langsam an die
Hautoberflache zu gelangen. Andere Keratinozyten verbleiben in der Basalschicht als
Stammzellen. Neben den Keratinozyten, die den Grofteil der Zellen der Epidermis
ausmachen, befinden sich in dieser obersten Hautschicht zusatzlich noch

Langerhans-Zellen, Melanozyten und Merkel-Zellen [47, 49].

Unter der Epidermis befindet sich die Dermis. Ihre Funktion ist die Befestigung und
Erndhrung der Epidermis. Strukturell lasst sie sich in Stratum papillare und
Stratum reticulare unterteilen. Das Stratum papillare grenzt direkt an die Basalmemb-
ran der epidermalen Schichten an, wahrend das Stratum reticulare unklar an die
Subcutis grenzt. Die Dermis beherbergt neben verschiedenen bindegewebigen Struk-
turen kleine BlutgefalRe und Nervenfasern. Auflerdem ist sie der Ursprung der

Hautanhangsgebilde wie Haarfollikel und Schweil3drisen [47].

Die unterste Hautschicht wird von der Subcutis gebildet. Diese Schicht besteht aus
lockerem Bindegewebe, die groRere Blutgefalle und Nervenfasern umgibt. Zusatzlich
ist hier das subkutane Fettgewebe lokalisiert, welches abhangig von Lokalisation und
individuellen Gegebenheiten stark in seiner Ausdehnung variieren kann. Dieses Fett-

depot ist wichtig fur die thermische Isolation und dient als Energiespeicher [47].
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Abb. 4: Die Zellen der oberen Hautschichten

Die Abbildung zeigt die oberen beiden Hautschichten (Epidermis und Dermis). Die Schichtung der Epidermis in
Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale wird ebenfalls verdeutlicht. Zusatz-
lich sind die strukturellen Zellen der Epidermis als auch die Immunzellen dargestellt, die in der Haut zu finden sind.
Modifiziert nach Nestle et al. 2009 [49].

1.2.1 Keratinozyten

Keratinozyten machen mit 90 % den Hauptanteil der Zellen in der menschlichen Haut
aus und spielen unter anderem eine wichtige Rolle bezlglich der Immunabwehr gegen
exogene Faktoren [49]. Die gesamte Architektur der menschlichen Haut basiert auf
Proliferation und Differenzierung der Keratinozyen in den einzelnen Hautschichten, die
im Stratum basale beginnt. Keratinfilamente verbinden die Zellen untereinander mit
Hilfe der Desmosome und sorgen so fir Stabilitdt. Der lipidhaltige Inhalt der Granula
dagegen ist wichtig flr die Abwehr gegen exogene Pathogene und flillt die Licken der
extrazellularen Matrix, sobald er exozytiert wurde [53]. Keratinozyten produzieren es-
sentielle Chemokine, Zytokine und immunologisch aktive Molekille, sowohl in gesun-
den, als auch in inflammatorisch aktiven Geweben [54]. Sie sind in der Lage, verschie-
dene CCL-Chemokine auszuschitten, was TH2-Zellen anlockt und in allergischen Re-
aktionen eine Rolle spielt. Eine Chemokin-Ausschittung durch Keratinozyten von bei-

spielsweise CXCL8 kann durch IL-17 oder IL-22 hervorgerufen werden und hat eine
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Ansammlung von TH1-Zellen und neutrophilen Granulozyten zur Folge. Der Stimulus
zur Chemokin-Sezernierung durch Keratinozyten erfolgt durch eingewanderte T-Zellen
[55, 56].

Keratinozyten sind auf’erdem in der Lage zwischen kommensalen und pathogenen
exogenen Faktoren zu unterscheiden [49]. Anhand von Toll-like-Rezeptoren (TLR)
kénnen sie pathogene Stimuli wie zB. LPS erkennen und eine dementsprechende Im-
munantwort ausldésen, was in einer Sezernierung von CXCL8 und anderen
Chemokinen, sowie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) resultiert [57]. Hiermit spielen sie
eine sehr wichtige Rolle in der TH1-Zellantwort, da sie diese vermittelt durch TLR akti-

vieren [58].

Die Wundheilung der Haut basiert ebenfalls auf der Differenzierung und Proliferation
der Keratinozyten. Hierbei kommunizieren die Zellen von Epidermis und Dermis via

Zytokinen und Wachstumsfaktoren miteinander [59].

13



1.3 Anatomie eines Gelenks

Bei einem Gelenk handelt es sich immer um eine bewegliche Verbindung von mindes-
tens zwei Knochen. Beispielhaft wird hier im Folgenden auf die Anatomie und Physio-

logie der Fingergelenke eingegangen.

Die Fingergelenke lassen sich in drei Unterarten unterteilen. Die Fingergrundgelenke
(Articulationes metacarpophalangeae) befinden sich zwischen Mittelhandknochen und
Grundphalanx. Darauf folgen die Fingermittelgelenke (Articulationes interphalangeae
proximales), welche Grund- und Mittelphalanx verbinden. Die Fingerendgelenke
(Articulationes interphalangeae distales) befinden sich zwischen Mittel- und Endpha-

lanx der Finger [60].

Die Fingergrundgelenke sind Kugelgelenke. Da sie jedoch von einem straffen Bandap-
parat umgeben sind, haben sie nur die Méglichkeit zu Flexion bzw. Extension sowie
Abduktion oder Adduktion. Das Daumengrundgelenk bildet hier eine Ausnahme. Es ist

genauso wie die Interphalangealgelenke ein Scharniergelenk [60].

Jedes echte Gelnk wird von einer Gelenkkapsel umgeben. Die dul3ere Schicht dieser
Kapsel Ubernimmt die sensible Versorgung des Gelenks, wahrend die innere Schicht,
die Membrana synovialis capsulae, fur die Produktion der Gelenkfllssigkeit verantwort-
lich ist. Die Synovialis, wie die epitheldhnliche Gelenkinnenhaut auch bezeichnet wird,
besteht aus ein bis zwei Schichten Typ B Synoviozyten, die auch als
Fibroblasten-ahnliche Synoviozyten (eng. human Fibrobloast-like synoviocytes (HFLS))
bezeichnet werden. Diese sind abwechselnd mit Typ A Synoviozyten angeordnet. Die
genauen Unterscheidungsmerkmale dieser Synoviozyten sind in Kapitel 1.3.1 be-
schrieben. Im Gegensatz zu einem gewohnlichen Epithel verfligt die Synovialis weder
Uber Tight-junctions noch Uber eine Basalmembran. Dies macht sie besonders durch-
l&ssig und befahigt einen Austausch von Zellen oder Flussigkeiten mit dem umliegen-
den Gewebe [61].

1.3.1 Synoviozyten

Synoviozyten sind spezifische Zellen der Synovialis, der Gelenkinnenhaut, und kénnen
in Synoviozyten Typ A und Typ B unterschieden werden. Wahrend Typ A Synoviozyten
spezifische Makrophagen sind und im Knochenmark gebildet werden, werden Typ B
Synoviozyten als Fibroblasten-ahnliche Synoviozyten (HFLS) bezeichnet [61, 62].
HFLS sind mesenchymale Zellen, die grofe Ahnlichkeit mit Fibroblasten aufweisen. Im

gesunden Gelenk kontrollieren HFLS die Produktion der extrazellularen Matrix des
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Gelenks, wohingegen sie bei einer rheumatoiden Arthritis fur das Fortschreiten der
Erkrankung und der Entziindung mit verantwortlich sind. Man geht davon aus, dass sie
sehr sensibel auf proinflammatorische Veranderungen der Immunzellen reagieren und
es so zu einer Transformation ihrer Eigenschaften kommt. Eine andere Theorie besagt
dagegen, dass eine Mutation der HFLS ursachlich fir dieses Verhalten sein kénnte
[61, 63].

HFLS sezernieren diverse Proteine und Mediatoren, unter anderem, Proteine der ext-
razellularen Matrix, die Kollagene IV und V als auch Integrine und Integrin-Rezeptoren.
Im Gegensatz zu gewohnlichen Fibroblasten sind HFLS vor allem fur ihre Produktion
von UDP-Glukose 6-Dehydrogenase bekannt, welche flr die Herstellung von

Hyaluronsaure essentiell ist [61, 63].
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1.4 Entzundliche Erkrankungen der Haut und Gelenke

1.4.1 Psoriasis

Psoriasis ist eine chronisch rezidivierende Erkrankung der Haut, die mit
inflammatorischen  Prozessen einhergeht [23]. Charakteristisch sind rote,
hyperkeratotische, plaqueférmige oder papuldése Veranderungen, die lokalisiert oder
generalisiert auftreten kdnnen. Typische Lokalisationen sind hier die Ellenbégen, Knie
oder der Haaransatz. Des Weiteren besteht der Verdacht einer Assoziation mit ande-
ren autoimmunen  Stérungen, wie  beispielsweise  Fehlfunktionen  der
Glandula thyroidea oder anderen Hauterkrankungen wie Vitilligo [64, 65]. Psoriasis
vulgaris und die atopische Dermatitis sind die zwei haufigsten chronischen Hauter-
krankungen, wobei die atopische Dermatitis haufiger bei Kindern auftritt [21]. Gemein-
sam haben die beiden Erkrankungen jedoch, dass T-Zell vermittelte Mechanismen
ausschlaggebend flr die jeweilige Pathogenese ist [55]. Circa 2 % der Population sind
von Psoriasis betroffen, wobei es verschiedene Unterarten zu differenzieren gilt [21,
65].

Die Hautlasionen der Betroffenen weisen eine Infiltration von T-Zellen in der Dermis
auf, die zusammen mit anderen Immunzellen die Differenzierung der Keratinozyten
storen. Hierbei handelt es sich besonders um TH1-Zellen, die durch ihre vermehrte
IFN-y  Produktion verantwortlich flir die Ansammlung an Monozyten und
Granulozyten in betroffenen Geweben sind [55]. Dies fuhrt zu Verhornung und Hyper-
proliferation, wobei die Hautbarriere gestort ist und es exogenen Noxen leicht gemacht
wird, in den Kdrper einzudringen [21]. Die UbermaRige Proliferation der Keratinozyten,
sowie die Akanthose, wird dem IL-22 als induzierender Faktor zugeschrieben, welcher
vor allem durch TH17-Zellen produziert wird [23, 66].

Die inflammatorisch aktiven T-Zellen setzen aullerdem zusatzlich IL-17 frei, welches
die Proliferation der Keratinozyten zusatzlich fordert. Diese wiederum reagieren mit der
Sezernierung von Chemokinen, Zytokinen und AMPs, welche ebenfalls

proinflammatorisch wirken [67].

Generell handelt sich hierbei um eine durch Zytokine von TH1- und TH17-Zellen ver-
mittelte Erkrankung. In den Hautlasionen von Psoriasis-Patienten ist aul3erdem eine
erhdhte Expression der Gene zur Umsetzung von IL-17, IL-23 und IL-22 zu beobach-
ten. Zudem ist bekannt, dass sowohl IL-17 als auch IL-22 in Keratinozyten eine Erho-
hung der Genexpression von S100A8, S100A9, HBD2 und HBD3 zur Folge haben.

Diese Gene sind flr ihre antimikrobielle Wirkung bekannt [23].
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1.4.2 Psoriasis-Arthritis

Die Psoriasis-Arthritis (PsA) ist eine chronische Autoimmunerkrankung, die bei 10 %
der Patienten mit Psoriasis vorliegt. Sie ist nach der rheumatoiden Arthritis die am
zweithaufigsten gestellte Diagnose in diesem Krankheitsbereich [65]. Im Gegensatz zur
rheumatoiden Arthritis (RA) liegen keine entzindlichen Prozesse im Bereich des vas-
kularen Systems vor, allerdings geht das Krankheitsbild tber die Entzindungen in Haut
und Gelenken hinaus, da Uberdies auch der Urogenitaltrakt, lymphatische Gewebe und
Sehnenansatze betroffen sein kdnnen. Man geht davon aus, dass die Lasionen in Haut
und Gelenken unabhangig voneinander sind, da die Mehrheit der Patienten mit Psoria-
sis keine Arthritis entwickelt. Interessant ist, dass es einen Zusammenhang zu den
psoriasistypischen Nagelveranderungen zu geben scheint, da diese bei 67-90 % der

Betroffenen mit PsA auftreten und nur bei 41 % der Patienten mit Psoriasis [65, 68].

In 60 % der Falle tritt eine PsA erst nach einer manifestierten Psoriasis auf, wahrend
ein zeitgleiches Auftreten von Hautlasionen und Gelenken, die eine Arthritis aufweisen,
in 20 % der Falle auftritt. In den seltensten Fallen sind die Gelenke als erstes betroffen
[69]. Die radiologischen Befunde der PsA sind multiform. Von neu hervorgerufenen
Ankylosen und knéchernen Auswuchsen im Gelenk bis zur Knochendestruktion zeigt
sich ein variables Krankheitsbild [65]. Der Schweregrad der Erkrankung, sowie die An-

zahl der betroffenen Gelenke, kdnnen sich stets verandern [70].

Man geht davon aus, dass es sich bei Psoriasis und der PsA um genetisch bedingte
Erkrankungen handelt. Liegt eine Assoziation der PsA mit HLA-B37 vor, so hat der

Verlauf der Erkrankung eine schlechte Prognose [70].

1.4.3 Rheumatoide Arthritis

Die RA ist eine chronische Autoimmunerkrankung, die durch Gelenkzerstérung und
Steifheit sowie Entziindung und Schmerzen charakterisiert ist [71]. Ca. 1 % der Bevol-
kerung sind von dieser Erkrankung betroffen, wobei meist eher die kleineren Gelenke
von Handen und FuRen involviert sind [72]. Die RA ist gekennzeichnet durch eine
Hyperplasie der Synovialis, der Gelenkhaut, die als Pannus bezeichnet wird und ver-
antwortlich ist fur die entzindlichen Prozesse im Rahmen der Erkrankung. Wo vorher
nur 1-2 Zellschichten existierten, sind in erkrankten Gelenken nun 10-20 Zellschichten
zu beobachten. Hierbei sind sowohl Typ A als auch Typ B Synoviozyten proliferiert. Mit
der Bildung eines Pannus geht die Zerstérung des Knochens und des Knorpels einher.
Man geht davon aus, dass es zuerst zu einer vermehrten Einwanderung von Typ A

Synoviozyten kommt, die schliel3lich eine Proliferation der HFLS induzieren und so die
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Entzindung induzieren. Dies ist damit zu erklaren, dass Typ B Synoviozyten in der
Lage sind, Zytokine und Entzindungsmediatoren zu sezernieren. Der entstandene
Pannus lasst sich grob mit einem aus Makrophagen, Osteoklasten und HFLS beste-
henden invasiven Tumor vergleichen, der Knorpel und Knochen zerstort. Des Weiteren
kénnen diverse histologische Veranderungen beobachtet werden, die sich in der inne-
ren und der aulReren Schicht der Gelenkkapsel ereignen. Es kommt zu einer Produkti-
on neuer BlutgefalBe und diversen Autoantikdrpern beispielsweise gegen Kollagene.
Die lokale Entziindung besteht meist schon lange bevor die Patienten Schmerzen im
betreffenden Gelenk wahrnehmen. Hierbei spielen die HFLS eine zentrale Rolle im
Entstehen und Fortbestehen der Entziindung. [61, 63].
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1.5 Medikament Tofacitinib

Tofacitinib (Handelsname Xeljanz®, Abb.5) ist ein oraler Janus Kinase (JAK) Inhibitor,
der in der Therapie von PsA und RA eingesetzt wird. Auf zellularer Ebene bedeutet
dies, dass der JAK1- sowie der JAK3-Signalweg komplett und der JAK2-Signalweg
teilweise inhibiert wird [71, 73-76].
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Abb. 5: Struktur des Medikaments Tofacitinib
Dargestellt ist die molekulare Struktur des Medikaments Tofacitinib

Pharmakokinetisch ist Tofacitinib durch eine rasche Absorption und Elimination ge-
kennzeichnet, wobei die maximale Plasmakonzentration (tnmax) eine halbe bis ganze
Stunde betragt und die terminale Halbwertszeit (t1) in drei Stunden erreicht ist. Nor-
malerweise werden zweimal taglich jeweils 5 mg in Tablettenform eingenommen, was

einer Tagesdosis von 10 mg entspricht [74].

Die JAKs gehoren zu den Tyrosin-Kinasen, zu denen JAK1, JAK2, JAK3 und die TYK2
zahlen. Diese sind flr die Signalweitergabe Uber den Typ | und Typ |l Zytokinrezeptor
essentiell (Abb.6). Bindet ein entsprechendes Zytokin an den Rezeptor, so bewirkt die
Aktivierung des JAK  Signalwegs auch eine  Phosphorylierung  der
STAT-Transkriptionsfaktoren, die daraufhin eine Veranderung der Transkription im
Nukleus bewirken. Es konnte gezeigt werden, dass Tofacitinib an der Rezeptordoméane
mit ATP um die Bindung konkurriert [76].
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Abb. 6: JAK/STAT Signalweg

Der JAK/STAT-Signalweg beginnt durch die Bindung eines entsprechenden Zytokins an einen Typ-II-Zytokinrezeptor
in der Zellmembran. An diesen Rezeptor sind intrazellular zwei JAKs gebunden, die durch die Bindung eines
Zytokins am Rezeptor aktiviert werden. Daraufhin phosphorylieren sie ein STAT, welches mit einem zweiten
phosphorylierten STTAT-Molekdl dimerisiert und in den Nukleus einwandert, um hier aktiv in die Transkription einzu-
greifen. Modifiziert nach Shuai et Liu, 2003 [77].

Eine Besonderheit des JAK/STAT Signalwegs ist, dass die Aktivierung sehr schnell
geschieht. Dies hat damit zu tun, dass die STATs rasch im Nukleus akkumulieren, so-
bald sie aktiviert sind. Eine Entfernung der aktivierten STATs aus dem Nukleus dauert
dagegen mehrere Stunden und beinhaltet eine Dephosphorylierung sowie erneute Be-

reitstellung der inaktivierten STATSs [78].

Dass Patienten, die unter RA leiden, gut auf eine Medikation mit Tofacitinib anspre-
chen, lasst sich durch die deutlich erhéhte Expression von JAK3, sowie STAT1, 4 und
6 in der Synovialis der Betroffenen erklaren [79]. Eine Medikation mit Tofacitinib resul-

tiert dementsprechend in einer Hemmung dieser Ubermafligen Expression.

Zudem zeigte sich, dass Tofacitinib in der Lage ist, eine B-Zell induzierte
Antikérperreakion, wie beispielsweise bei einer Organtransplantation, zu verhindern,
indem die B-Zellen in ihrer Proliferation gehemmt wurden. Hier wird ebenfalls der
JAK/STAT Signalweg inhibiert [80].

1.5.1 Tofacitinib Nebenwirkungen
Patienten, die sich einer Therapie mit Tofacitinib unterziehen, kénnen vermehrt Ne-

benwirkungen zeigen, denen eine virale oder bakterielle Infektion zu Grunde liegt.
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Hierbei tritt der Herpes Zoster haufig (=1/100- 21-10) auf, die Tuberkulose nur gele-
gentlich (=1/1000- =1/100) [75].

Herpes Zoster

Herpes Zoster (Glrtelrose) ist eine virale Erkrankung, die die sensiblen Ganglien der
Haut betrifft. Ausgel6st durch das humane Herpesvirus 3 (HHV3), dem VZV, betrifft es
die Haut charakteristischer Weise entlang der Dermatome, da meist nur ein einzelnes
Ganglion betroffen ist [81]. Es handelt sich hierbei um einen a-Herpes Virus, einen
DNA Virus, der lebenslang in dem betreffenden Ganglion verweilt, nachdem eine pri-
mare Infektion erfolgt ist. Auf diese Weise bildet sich eine Latenz aus. Der betroffene
Bereich der Haut ist schmerzhaft und vesikular verandert. Manchmal kommt es auch
zu sogenannten post-herpetischen Neuralgien [82]. Wenn in seltenen Féllen ein weite-
res Ganglion betroffen ist, liegt es meist auf der anderen Koérperseite. Beim Herpes
Zoster handelt es sich um eine Reaktivierung der persistierenden Viren, deren primarer
Ausbruch meist im Kindesalter als Varizellen (Windpocken) auftritt. Wahrend Varizellen
in der Regel Kleinkinder betreffen, erkranken meist altere Menschen oder Immunsupp-
rimierte an Herpes Zoster, wobei eine Erkrankung in jungeren Jahren nicht ausge-

schlossen ist [81].

Tuberkulose

Tuberkulose ist eine bakterielle Erkrankung, die vorwiegend in Entwicklungslandern
vorkommt und durch Mycobacterium tuberculosis (Mtb), ausgeldst wird. Die Erkran-
kung betrifft das Lungengewebe, aber auch andere Gewebearten kénnen betroffen
sein. Die Tatsache, dass alle 20 Sekunden ein Betroffener an Tuberkulose stirbt,
macht die Erkrankung zur zweittédlichsten nach einer Infektion mit HIV. Allein im Jahr
2014 gab es weltweit 8,7 Millionen Neuerkrankungen zu verzeichnen [83]. Im Jahr
2015 starben 1.8 Millionen Menschen an den Folgen der Krankheit [84].

Nachdem infektidse Luft eingeatmet wird, gelangt das Bakterium durch die Atemwege
zur Lunge, wo es sich von den ortsstandigen Makrophagen der Lungenalveolen
phagozytieren lasst, um in ihnen zu verweilen. Wahrend dieser Latenzphase sind Infi-

zierte meist symptomlos [83].

Schlieflich bilden sich charakteristische Granulome, die aus den betroffenen Makro-
phagen, dendritischen Zellen und einwandernden Makrophagen bestehen. B-Zellen, T-
Zellen und neutrophile Granulozyten sind ebenfalls im Randsaum der Granulome zu

beobachten. Die typischen Granulome sind der Grund, warum eine Medikation, aber
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auch die kérpereigene Immunabwehr, weniger Angriffspunkte haben. In den Granulo-
men sind die Bakterien geschutzt vor auleren Faktoren. Gegen die lytischen Eigen-
schaften der Makrophagen sind sie ebenfalls resistent, weshalb sie problemlos in ihnen

verweilen konnen.

Eine Therapie mit dem Antibiotikum Rifampicin muss deshalb sehr lange durchgehal-

ten werden [83].
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1.6 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es herauszufinden, Uber welche molekularen Mechanismen sich eine
JAK-Inhibition auf die antivirale bzw. antimikrobielle Infektabwehr in vitro auswirkt.
Hierzu soll erstens untersucht werden wie sich Keratinozyten und Synoviozyten unter
direkter JAK-Inhibition verhalten (Abb.7). Neben den direkten Effekten auf
Keratinozyten und Synoviozyten, sollen die Effekte der Uberstéande Tofacitinib behan-
delter T-Zellkulturen auf die Genexpression der strukturellen Zellen untersucht werden.
Das Augenmerk wird jeweils auf die Produktion antiviraler und antimikrobieller Peptide
gelegt. Zweites Ziel ist die Analyse der antiviralen und antimikrobakteriellen Antwort
von T-Zell unter JAK-Inhibition. Drittens und abschlieRend ist herauszufinden, ob sich
naive CD4+ T-Zellen unter JAK-Inhibition in einen klassischen oder pathogenen TH17-

Zelltyp differenzieren.

Induktion von antimikrobiellen

Tofacitinib  uUnd antiviralen Peptiden .
\/ KA Ar[twlrale -
Aktnntat '
; o OAS2
Keratlnoz el (LSS
a" ISG15 .
'L 29 o 4
P Infektionen
sorlasm
IL 17
T,17 Zelle ‘Yo
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Abb. 7: Hypothese
Die Hypothese zu dieser Doktorarbeit ist, dass durch die Zugabe von Tofacitinib die Wirkung der TH17-Zytokine auf

Keratinozyten und auch auf Synoviozyten nicht mehr gegeben ist. Dies ist durch die Hemmung des
JAK/STAT-Signalweges durch Tofacitinib in der Membran der Keratinozyten und Synoviozyten zu begriinden. Als
direkte Reaktion wird die Sekretion von antimikrobiellen und antiviralen Peptiden vermindert und es kommt im Um-
kehrschluss zu vermehrten bakteriellen und viralen Infektionen. Beispielhaft wird hier die hypothetische Wirkweise
auf Keratinozyten gezeigt. Quelle: eigene Darstellung.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethikvotum

Die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dis-

seldorf hat die Durchfuhrung der Studie unter der Studiennummer 5775R genehmigt.

2.2 PBMC Isolation

Die lIsolation mononukledrer Zellen des peripheren Blutes (engl. Peripheral Blood
Mononuclear Cell (PBMC)) erfolgte, je nach Verwendungszweck, auf zwei verschiede-

ne Arten.

Die erste Art ist die Isolation der PBMCs aus einem sogenannten Buffy Coat. Als Buffy
Coat wird die Leukozyten- und Thrombozytenschicht bezeichnet, die sich ergibt, wenn
man entnommenes Vollblut unter Zugabe von Gerinnungshemmern wie
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) oder Heparin zentrifugiert [85]. Der Buffy Coat befin-
det sich dann zwischen der Plasma- und der Erythrozytenschicht und macht nur einen
sehr geringen Anteil des Vollblutes aus. Fur Transfusionen werden meist nur das Blut-
plasma oder die Erythrozyten bendtigt, weshalb der Buffy Coat, mit Ausnahme zur
Verwendung als Thrombozytenkonzentrat, eher als Nebenprodukt betrachtet wird. Alle
Buffy Coats wurden aus der Blutspendezentrale des Universitatsklinikums Disseldorf

bezogen.

Zur Isolation von PBMCs aus einem Buffy Coat wurde dieser zuerst in eine 250 ml
Zellkulturflasche Uberfihrt und mit phosphatgepufferter Salzlésung (engl. Phosphate
buffered saline (PBS)) auf ein Volumen von 125 ml aufgeflllt. Daraufhin wurden vier
50 ml Falcon™ Zentrifugenrohrchen mit jeweils 15 ml Ficoll-Paque PLUS geflllt. Zu-
satzlich wurde dann in jedes Rdhrchen vorsichtig 30 ml der Mixtur aus PBS und Buffy
Coat geschichtet. Im nachsten Schritt erfolgte eine 10-minutige Zentrifugierung bei
1150 Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute (rpm)) und Raumtempera-
tur (RT), wobei das Tempo nur langsam erhéht wurde und die Bremse ausgestellt
blieb. Die dabei entstandene Lymphozytenschicht wurde abgenommen und die Zellen
aus jeweils zwei Réhrchen wurden in ein neues zusammengefuhrt, sodass die Lym-
phozyten aus vier Réhrchen schlussendlich auf zwei aufgeteilt wurden. Der Inhalt wur-
de mit PBS auf 50 ml aufgefullt. Diesmal erfolgte die Zentrifugierung bei 970 rpm fur
10 min. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in ein Réhrchen
zusammengefuhrt, sodass 25 ml isotonischer Amminiumchlorid-Losung (Lyse Puffer)
hinzugegeben werden konnte. Daraufhin inkubierten die Zellen 10 min lang im Kuhl-
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schrank. Um die Lysereaktion zu stoppen, kamen erneut 25 ml PBS hinzu Wieder zent-
rifugierten die Zellen bei 970 rpm 10 min lang. Der entstandene Uberstand wurde ver-
worfen und die pelletieten PBMCs in 50 ml PBS resuspendiert, um die Zellen im
nachsten Schritt zahlen zu kdnnen. Nach Bestimmung der Zellzahl konnte dann mit der

Isolation spezifischer Zelltypen aus den PBMCs fortgefahren werden.

Fir eine andere Art der PBMC Isolation bendétigt man sogenannte Cell Preparation
Tubes (CPT). Diese CPT-Rdhrchen haben eine integrierte Schicht aus FICOLL™ und
einem speziellen Gel, welche es ermdglicht PBMCs von den restlichen Zellen des Blu-
tes zu trennen. Die herkdmmliche Weise, PBMCs mit Hilfe einer Schichtung auf
FICOLL™ zu isolieren, wird so umgangen. Vorteilhaft ist ebenfalls, dass die Blutent-
nahme direkt in die CPT Rohrchen erfolgt und diese direkt zentrifugiert werden kdnnen
[86].

Fir die Gewinnung von PBMCs mit Hilfe von CPT Réhrchen wurden immer jeweils vier
Rohrchen Venenblut von gesunden Probanden in der Klinik fir Dermatologie des Uni-
versitatsklinikums Dusseldorf enthommen. Diese Anzahl Réhrchen war notwendig, um
eine ausreichende Menge an Zellen zu gewahrleisten, da sie speziell flr die Durchflih-
rung des Lymphozytenaktivierungstests (LAT) verwendet wurden. Nach der Blutent-
nahme kamen die CPT Roéhrchen fir 20 min bei RT und 2500 rpm in die Zentrifuge,
wobei eine Beschleunigung von 9 gewahlt und die Bremse auf 1 (fast ungebremst)
eingestellt wurde. Die entstandene Lymphozytenschicht wurde zusammen mit dem
Blutplasma entnommen und in ein 50 ml Falcon Réhrchen Uberfuhrt. Der Inhalt wurde
mit PBS auf 50 ml aufgeflllt, um erneut zentrifugiert zu werden, diesmal 10 min bei RT
und einer Umdrehung von 1250 rpm. Im ndchsten Schritt musste der Uberstand ver-
worfen werden, um das entstandene Pellet aus Zellen in 10 ml Lyse Puffer zu I6sen
und flr 10 min im Kihlschrank bei 4 °C zu inkubieren. Um die Lysereaktion zu stop-
pen, kamen 40 ml PBS hinzu. Eine erneute Zentrifugierung fur 10 min bei 1250 rpm
und RT lie3 im letzten Schritt ein Pellet aus PBMCs entstehen, welches nach der Ab-
nahme des Uberstandes in 1 ml RPMI Medium wieder aufgeldst wurde, bevor die ge-

naue Zellzahl bestimmt werden konnte.
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2.3 Zellkultur

2.3.1 Keratinozyten

Primare humane Keratinozyten wurden aus Vorhaut oder Bauchgewebe isoliert. Bei
sowohl der verwendeten Vorhaut als auch dem Bauchgewebe handelt es sich um ein
(anonymisiertes) medizinisches Abfallprodukt. Die Isolation der Keratinozyten aus den
genannten Geweben wurde routinemafig von Laborassistenten durchgefihrt und die

Keratinozyten bis zur Verwendung in flissigem Stickstoff eingefroren.

Kultivierung
Als Kultivierung von Zellen wird deren Vermehrung und Wachstum aulerhalb eines
Organismus unter Zugabe von Nahrmedium bezeichnet. Die Kultivierung der primaren

Keratinozyten erfolgte stets hdchstens bis zur dritten Passage.

Um die eingefrorenen Zellen nutzen zu kdnnen, mussten sie aufgetaut werden. Hierzu
mussten sie schnell im Wasserbad erwarmt und mit 14 ml erwarmten serum-freien
Medium fir Keratinozyten (,Keratinocyte-SFM*,Gibco) angereichert mit epidermalem
Wachstumsfaktor (EGF) und Bovine Pituitary Extract in ein 15 ml Falcon Rdhrchen
pipettiert werden. Es folgte eine 8-minttige Zentrifugierung bei einer Umdrehung von
1250 rpm und RT. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen, um die Reste des
Einfriermediums zu entfernen, die Zellen in frischem Medium zu resuspendieren und in
eine 175 cm? Zellkulturflasche (Greiner CELLSTAR® flask) zu geben. Das Volumen
konnte nun auf insgesamt 30 ml mit Medium aufgefillt werden. Die Zellkulturflasche
wurde nun im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 gelagert und fur rund eine Woche nicht
bewegt, um zu gewahrleisten, dass die Keratinozyten am Flaschenboden anwachsen.
Danach wurde das Wachstum der Keratinozyten regelmaflig unter dem Mikroskop

Uberwacht.

Um zu gewahrleisten, dass genugend Platz fir die stetig wachsende Zellzahl zur Ver-
figung steht, mussten die Keratinozyten, sobald sie den Boden der Zellkulturflasche
ausreichend bewachsen hatten (ca. 80 % Konfluenz), auf mehrere Flaschen aufgeteilt
werden (sogenanntes splitten).

HierfUr wurde im ersten Schritt das alte Medium abgenommen und verworfen. Im An-
schluss kamen 20 ml PBS auf die Zellen, um sie zu waschen. Neun ml Accutase
(Dispase von PanBiotech) wurden als nachstes hinzugegeben, um die Keratinozyten

vom Flaschenboden zu I6sen. Nun konnte vorsichtig an die Flasche geklopft werden,
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um das Ablésen der Zellen zu unterstiutzen und zu beschleunigen. Bis die Zellen voll-
standig abgelést waren vergingen einige Minuten, wobei zwischendurch immer unter
dem Mikroskop kontrolliert wurde, wie weit der Prozess bereits fortgeschritten war.
Nachdem alle Zellen abgeldst waren wurden sie mit 20 ml PBS abgespluilt und in ein
50 ml Falcon Roéhrchen uberfuhrt. Zur Zellsuspension kam PBS hinzu, bis 50 ml er-
reicht waren. Das Réhrchen wurde bei RT 8 min lang bei 1250 rpm zentrifugiert, so-
dass der Uberstand anschlieRend abgenommen und verworfen werden konnte.
SchlieBlich kamen 5 ml Keratinozyten Medium hinzu, damit die Zellen resuspendiert
und gezahlt werden konnten. Pro bewachsener Flasche ist eine Zellzahl von ungefahr

4x 10° zu erwarten.

Ausplattieren

Bevor die Keratinozyten in die jeweiligen Zellkulturplatten gegeben werden konnten,
musste die Zellzahl bestimmt werden. Zur Vorbereitung des Zahlens wurden 10 pl der
Zellsuspension in dem Ansatz einer 96-Lochplatte mit 90 pl Trypanblau vermischt, um
die Zellen anzufarben und sie um den Faktor 10 zu verdinnen. In einem nachsten
Schritt wurden 10 yl der Mischung erneut mit 90 pl Trypanblau verdinnt (100-fache
Verdunnung). Beim Zahlen kam die Einwegzahlkammer (C-Chip) von Biochrome zum
Einsatz, die einen Verdiinnungsfaktor (Volumenfaktor) von 10* besitzt. In diese Zahl-
kammer wurden dann 10 pl der Zellsuspension hinein pipettiert und die Zellen ausge-

zahlt. Schlussendlich betrug der Verdiinnungsfaktor also 10°.

Beim Aussahen der Keratinozyten auf eine Zellkulturplatte ist eine Anzahl von
4000 Zellen/cm? anzustreben. Daraus ergibt sich dann die benétigte Gesamtzellzahl
von 1,1x 10° Zellen fir sechs 12-Lochplatten mit einer Oberflache von 3,8 cm? (4000
Zellen x 3,8 cm? x 72 Ansatze). Nach der Verteilung der Zellen in den jeweiligen Plat-

ten, wurden diese bei 37 Grad und 5 % CO, im Inkubator gelagert.

Stimulationsbedingungen

Die Stimulation der Keratinozyten mit Tofacitinib erfolgte fir die spatere Genexpressi-
onsanalyse. In den mit Keratinozyten versetzten 12-Lochplatten wurde zuerst das alte
Zellkulturmedium abgenommen und durch 980 ul neues SFM Medium ersetzt. Die 12-
Lochplatten wurden so eingesetzt, dass immer sechs Bedingungen auf einer Platte
Platz fanden, also jede Bedingung doppelt vorkam. Hierbei war die Anordnung so,

dass die Gleichen Bedingungen immer nebeneinander in einer Zeile vorkamen.

Jede getestete Komponente wurde einmal allein und mit zwei verschiedenen Konzent-
rationen von Tofacitinib (600 nM und 100 nM Tofacitinib) auf die Zellen gegeben.
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Tofacitinib ohne weitere Stimulanzien musste jeweils in beiden Konzentrationen als
Kontrolle getestet werden. Ebenfalls als Kontrolle dienten zwei Ansatze, in denen nur
Medium zugegeben wurde und zwei Ansatze, in denen die DMSO Konzentration
600 nM betrug. Hierbei sollte kontrolliert werden, ob DMSO, in seiner Eigenschaft und
Konzentration als Lésungsmittel von Tofacitinib, die Genexpression verandert.

Nach dem oben beschriebenen Wechsel des Mediums wurde zunachst entweder 6 pl
oder 1 ul Tofacitinib als auch 6 yl DMSO zu den Zellen gegeben, um die gewunschten
Konzentrationen zu erreichen. Es folgte eine Inkubationszeit von 60 min im Inkubator.
Im Anschluss wurde von jeder Komponente/jedem Stimulanz jeweils 1 pl hinzu
pipettiert, wobei Varizella vaccine mit 10 ul die einzige Ausnahme darstellte. Die hie-
raus resultierenden finalen Konzentrationen sind in Tabelle 1 dargestellt. Die anschlie-
3ende Inkubationszeit betrug 24 h.

Stimulanzien Konzentration
Tofa 600 nM
Tofa 100 nM
DMSO 600 nM
LPS 1 pg/ml
LTA 1 pg/ml
IL-17 100 ng/ml
IFN- vy 100 ng/ml
IL-29 100 ng/ml
IL- 22 100 ng/ml
LAM- Mtb 1 pg/ml
Esat- 6 + CFP 10 je 100 ng/ml
Varizella vaccine 1 pg/ml

Vzv gE 100 ng/ml
Vzv [E63 100 ng/ml

Tabelle 1: Keratinozyten Stimulanzien fiir Genexpression mit Angabe der finalen Konzentration
Tofacitinib und DMSO kamen 60 min vor den anderen Stimulanzien auf die Zellen, die (ibrigen Substanzen kamen

im Nachhinein hinzu. Hierbei entspricht: LPS= Lipopolysaccharide, LTA= Lipoteichonsaure, IL-17= Interleukin-17,
IFN-y="Interferon-y, IL-29= Interleukin-29, LAM-Mtb= Lipoarabinomannan tuberculosis, Esat-6 + CFP-10=
komplexierte Molekiile, die von Mycobakterien sezemiert werden, Varizella vaccine= Varizellen Impfstoff, Vzv gE=
Oberflachenmolekiil auf Varizellen, Vzv IE63= Latenzprotein der Varizellen

Einen Tag spater erfolgte die so genannte ,Zellernte®. Hierfir musste das Uberstehen-
de Medium abgenommen und in 2 ml Eppendorf Rohrchen gesammelt sowie bei
-20 °C eingefroren werden. Die Zellen wurden mit 350 pl einer Mischung aus RLT-
Puffer (aus RNeasy Mini Kit Kapitel 2.5) und B-Mercaptoethanol vom Boden der Loch-

platte abgeldst und lysiert. Hierfir mussten im Vorhinein 10 ml RLT und 100 pl B-
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Mercaptoethanol vermengt werden. Die lysierten Keratinozyten wurden in einem 1,5 ml

Eppendorf Réhrchen bei -20 °C fir eine anschlielfende RNA-Isolation eingefroren.
2.3.2 Synoviozyten

Kultivierung

Far die Zellkultur der humanen Fibroblast-ahnlichen Synoviozyten, (engl. Human
Fibroblast-like-synoviocytes (HFLS)) wurde ein Kit bestehend aus 5x 10° Zellen, Medi-
um (Synoviocyte growth medium) und Flissigkeiten zum Splitten der Zellen
(Subculture Reagents) bestellt (Cell Applications, Inc). Die HFLS wurden aus Gelenken
gesunder Menschen gewonnen. Bei der Lieferung befanden sie sich in einem kalte-
konservierten Flaschchen, dem Transportmedium mit 10 % fetalem Kalberserum (engl.
Fetal bovine serum (FBS)) und 10 % DMSO zugesetzt wurde. Es handelte sich um
Zellen der zweiten Passage. Bis zur Benutzung wurden die Zellen im flissigen Stick-

stoff gelagert.

Um mit der Zellkultur starten zu kénnen, wurden die HFLS im ersten Schritt aufgetaut.
Dies wurde anhand des Protokolls des Herstellers der Zellen durchgefiihrt. Zu Beginn
wurde eine T-75 Zellkulturflasche (Greiner CELLSTAR® flask) vorbereitet, in welche
15 ml warmes HFLS Medium hinzugeflgt wurde. Die Zellen mussten schnell im 37 °C
warmen Wasserbad erwarmt werden, bis nur noch eine kleine Menge des Inhalts ge-
froren war. Die Zellen wurden dann durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert und
schliel3lich der mit Medium geflillten Zellkulturflasche hinzugefiigt. Diese wurde bei
37 °C im Inkubator gelagert. Um ein Festwachsen der Zellen am Boden der Flasche zu
gewahrleisten, sollten die HFLS 24 h lang nicht gestort werden. Es folgte ein taglicher
Mediumwechsel. Als der Boden zu 60 % bewachsen war, wurde die Menge des zuge-

setzten Mediums verdoppelt, sodass nun immer 30 ml Medium gewechselt wurden.

Splitten

Als die HFLS 80 % der Flache bedeckten, sollte laut Herstellerprotokoll das Splitten
begonnen werden. Hierflir wurden zunachst alle Substanzen, die bendtigt wurden, auf-
getaut. Das alte Medium musste abgenommen und die fest gewachsenen HFLS mit
15 ml Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS) gewaschen werden. Als nachstes wurden
10 ml Trypsin/EDTA in die Flasche pipettiert, um die Zellen zu I6sen. Neun ml der L6-
sung mussten jedoch sofort wieder entfernt werden. Das Ablésen der HFLS dauerte
zwei bis funf min. Durch leichtes Klopfen und Schwenken wurde das Abldsen be-
schleunigt und die Zellen anderten ihre Gestalt von fibroblastar zu rund. Um die Reak-
tion zu stoppen, kamen zweimal nacheinander finf ml Trypsin Neutralization Solution
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in die Zellkulturflasche. Die Zellsupension wurde beide Male in ein 50 ml Falcon Réhr-
chen Uberflhrt und die Flasche auf Gbrig gebliebene HFLS Gberprift. Die Zentrifugie-
rung erfolgte fur finf min bei 1020 rpm und RT, um ein Pellet aus Zellen zu gewinnen,

welches im Anschluss in 1 ml Medium gel6st wurde.
Die HFLS konnten nun gezahlt und dementsprechend weiter verwendet werden.

Ausplattieren
Die Zellzahlbestimmung erfolgte analog zu den Keratinozyten, jedoch wurden die
HFLS nur um den Faktor 10 verdinnt.

Fir eine 12-Lochplatte wurden 38000 Zellen/ ml bendtigt, was bei 6 Platten einer Ge-

samtzellzahl von 2,736x 108 Zellen entsprach.

Bei einer 96-Lochplatte bendtigte man 32000 Zellen/ ml, was in einer Gesamtzahl von

0,32x 10° Zellen pro Platte resultierte.

Stimulationsbedingungen

Die Stimulation der HFLS mit Tofacitinib erfolgte analog der Stimulation der
Keratinozyten (Kapitel 2.3.1). Hierbei wurden ebenfalls 12-Lochplatten bendtigt. Zuerst
musste das alte Medium entfernt werden, um 990 ul neues HFLS Medium hinzufigen

zu konnen.

Auch hier wurde jede Komponente einmal alleine und einmal zusammen mit Tofacitinib
in den Konzentrationen 600 nM oder 100 nM, auf die HFLS gegeben. Tofacitinib allei-
ne, sowie Medium als auch DMSO fungierten als Kontrollen. Die HFLS wurden ebenso
wie die Keratinozyten, 60 min mit Tofacitinib vorinkubiert, bevor die Stimulanzien hin-
zukamen. Die HLFS wurden genauso stimuliert wie die Keratinozyten (siehe Tabelle 1)

mit der Ausnahme von Varizella vaccine, Vzv gE and Vzv IE63.

Die Zellernte zusammen mit dem Sammeln des Zellkulturiiberstandes erfolgte analog

zu den Keratinozyten nach 24 h Inkubation.

2.3.3 T-Zellen

Um T-Zellen zu gewinnen wurde die PBMC Isolation aus Buffy Coats, wie in Kapitel
2.2. beschrieben, durchgefuhrt. Als Vorbereitung wurde RPMI Medium mit Zusatz von
Penicillin und Streptomycin (P/S) sowie 10 % fetalem Kalberserum (engl. fetal calf se-
rum (FCS)) auf RT gebracht.
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Die PBMCs wurden gezahlt, da 200x 10° Zellen fiir den weiteren Verlauf bendtigt wur-

den.

10 ul der in PBS geldsten PBMCs wurden in dem Ansatzeiner 96-Lochplatte mit 90 pl
Trypanblau vermischt, um sie anzufarben und die Zellen um den Faktor 10 zu verdin-
nen. In einem nachsten Schritt mussten 10 yl der Mischung erneut mit 90 pl
Trypanblau verdinnt werden. Beim Zahlen wurde wie schon bei Keratinozyten und
HFLS eine Einwegzahlkammer verwendet, die einen Verdinnungsfaktor (Volumenfak-
tor) von 10* besitzt. 10 pl der Zellsuspension wurden hinein pipettiert und die Zellen

ausgezahlt. Schlussendlich betrug der Verdiinnungsfaktor also 10°.

CD4+ T-Zell Isolation

Nachdem die richtige Menge an PBMCs in ein neues Falcon Rohrchen geflllt wurde,
begann die Zentrifugierung bei RT und 1250 rpm fir 8 min. Der Uberstand musste ab-
genommen und verworfen werden und die Isolation der CD4+ T-Zellen konnte mit Hilfe
des Naive CD4+ T cells Isolation Kitt Il (Miltenyi Biotec) durchgefihrt werden. Dieses
Kit enthalt Biotin-gekoppelte Antikorper gegen eine Reihe von Oberflachenmolekilen,
auller CD4, sowie magnetische Mikrokligelchen, die an das Biotin binden kénnen.
Damit ermdglicht das Kit die magnetische Beladung und darauffolgende Isolierung von
naiven CD4+ T-Zellen mittels der Magnetic-activated cell sorting (MACS) Technologie.
Zuerst wurden die Zellen in 800 ul MACS Buffer resuspendiert. Im nachsten Schritt
kamen 200 ul des Naive CD4+ T Cell Biotin-Antibody Cocktail Il hinzu. Beide FlUssig-
keiten mussten gut durchmischt werden und die gesamte Suspension kam fir 5 min in
den Kuhlschrank. Nach Ablauf der Zeit wurden 600 yl MACS Buffer hinzu pipettiert. Als
nachstes mussten 400 ul Naive CD4+ T Cell Microbead Cocktail Il dazu gegeben wer-
den und erneut inkubierte die Mixtur daraufhin im Kuhlschrank, diesmal jedoch flr

10 min. In der Zwischenzeit wurden zwei 15 ml Falcon Rohrchen vorbereitet.

Fir die weitere Durchfihrung kam der autoMACS Pro Separator fir die magnetische
Isolation zum Einsatz. Das Rdhrchen mit der Suspension aus Zellen und Zusatzen
wurde in das Gerat gestellt. Das Programm Depletes musste eingestellt werden, damit
die unberthrten CD4+ T-Zellen schlussendlich in ein zuvor leeres Rohrchen eingefillt
wurden. Die gewlinschten Zellen wurden erneut zentrifugiert. Die Einstellung war hier-
bei 1250 rpm bei RT und einer Dauer von 8 min. Der Uberstand wurde abpipettiert und
entsorgt, das Ubrige Pellet in 1 ml RPMI Medium geldst. Ein erneutes Zahlen der Zellen

war notwendig, um mit einer Zellzahl von 15x 10° Zellen und einer Konzentration von

31



5x 10° Zellen /900 pl weiter arbeiten zu kénnen. Die Konzentration wurde erreicht, in-

dem insgesamt 2700 pl Medium zum Einsatz kamen.

Im nachsten Teil des Versuchs wurden die CD4+ T-Zellen aktiviert. Hierfur wurde das
Human T Cell Activation/Expansion Kit (Miltenyi Biotec) eingesetzt. Ein neues 15 ml
Falcon Rohrchen wurde mit 75 uyl MACSiBead Particles und 600 yl RPMI Medium
befullt. Es folgte eine emeute Zentrifugierung fur 5 min bei 1250 rpm, woraufhin der
resultierende Uberstand im Roéhrchen verworfen werden konnte. Resuspendiert wurde
mit 300 pl neuem RPMI Medium. SchlieBlich kamen die 2700 pl aus CD4+ T-Zellen
und RPMI Medium zu den MACSiBead Partikeln hinzu. 3 ml RPMI Medium mussten
dazu pipettiert werden, um auf eine Gesamtmenge von 6 ml zu kommen und eine Kon-

zentration von 2,5x 10° Zellen/ml zu erreichen.

Stimulation und Differenzierung

Fir die Stimulation wurde eine 24-Lochplatte verwendet, wobei pro Buffy Coat vorerst
sechs (spater weitere sechs) Ansatze nétig waren. Dementsprechend konnten immer
zwei verschiedene Stimulationen nebeneinander auf einer Platte durchgefihrt werden.
Die sechs ml Zellsuspension wurden gleichmafig auf sechs Ansatze aufgeteilt. Um die
Stimulation zu beginnen, kamen zunédchst Tofacitinib (600 oder 100 nM) und DMSO
(600 nM) in die entsprechenden Ansatze. Es folgten 30 min Inkubationszeit bei 37 °C.
Im Anschluss wurden die restlichen Komponenten hinzugefugt, um eine Differenzie-
rung der T-Zellen Richtung TH17-Zellen auszulésen. Hierbei handelte es sich um
Transformierender Wachstumsfaktor-f31, (engl. Transforming growth factor-1,
(TGFb1) (final: 20ng/ml)), Interleukin-6 (IL-6) und IL-23. Alle finalen Konzentrationen

sind Tabelle 2 zu entnehmen. Die Zellen wurden dann drei Tage bei 37 °C inkubiert.

Stimulanzien Konzentration
Tofa 600 nM

Tofa 100 nM

DMSO 600 nM

IL- 6 20 ng/ ml

IL- 23 10 ng/ ml
TGFb1 20 ng/ ml

Tabelle 2: T-Zell Stimulanzien fiir Genexpression mit Angabe der finalen Konzentration
Tofacitinib und DMSO kamen bereits 30 min vor den anderen Stimulanzien auf die Zellen, die tibrigen Substanzen

kamen im Nachhinein hinzu. Abktirzungen: DMSO= Dimethylsulfoxid und IL = Interleukin

32



Zellfutterung (Feeding)
Das so genannte Feeding der T-Zellen, beschreibt das Aufteilen der Zellen auf zwei

Ansatze und die Zugabe einer weiteren Stimulanzie.

Nach drei Tagen Inkubationszeit mussten die T-Zellen aufgeteilt und geflttert werden,
da die zugesetzten Substanzen nun verbraucht waren. Zunachst wurde damit gestartet
die Zellen auf- und ab zu pipettieren, um eine gleichmafige Suspension herzustellen.
Die Halfte der Zellen (500 pl) kamen daraufhin in einen separaten Ansatz, die Zellen
wurden also aufgeteilt. Im Anschluss wurden 12 ml RPMI Medium in ein 15 ml Falcon
Roéhrchen gegeben und 12 pl IL-2 hinzugefligt. Es ergab sich eine Konzentration von
10 ng/ ml. Funfhundert pl dieser Mischung kamen zur Zellsuspension hinzu, was einer
finalen Konzentration des IL-2 von 5 ng/ ml entsprach. Hierauf folgte erneut eine Inku-

bationszeit von vier Tagen bei 37 °C.

Am insgesamt siebten Tag fand die Zellernte statt. Da es sich bei T-Zellen um Suspen-
sionszellen handelt, konnten die Zellen nicht direkt von der 24-Lochplatte abgeerntet
werden, da sie nicht am Boden festgewachsen waren. Um das Medium abnehmen zu
kénnen, wurden die Zellen abermals resuspendiert und die Zellen aus den Ansatzen
mit jeweils gleicher Stimulationsbedingung kamen zusammen in ein zwei ml Eppendorf

Safe-Lock Tube. Es folgte die Zentrifugierung fur acht min bei RT und 1250 rpm.

Der Uberstand konnte vorsichtig abgenommen und wie gewohnt eingefroren werden,
die Ubrigen Zellen wurden in 350 pyl der Mischung aus RLT-Puffer und

B-Mercaptoethanol resuspendiert und fur die RNA-Isolation eingefroren.

2.3.4 Stimulation mit Zellkulturiiberstanden

In einer Variante der oben beschriebenen Zellstimulationen wurden Keratinozyten und
HFLS mit dem Zellkulturiiberstand der T-Zell-Experimente stimuliert. Hierfir wurden
12-Lochplatten benutzt, in die jeweils HFLS oder Keratinozyten ausgesat wurden. Bei
den Uberstanden handelt es sich um den nach der Zellernte eingefrorenen Zellkultur-

Uberstand der neun verschiedenen T-Zell-Experimente.

Far die Durchfihrung mussten im Vorhinein 12-Lochplatten mit Zellen bewachsen wer-
den. Nach ca. einer Woche im Inkubator bei 37 °C, in der ein Mediumwechsel an je-
dem zweiten Tag erforderlich war, waren die Zellen dicht genug gewachsen, um mit
der Stimulation beginnen zu kénnen. Hierfir mussten die Uberstéande aufgetaut und im

Anschluss grindlich gemischt werden. Zusatzlich war eine Entfernung des alten Medi-
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ums in den Lochplatten erforderlich. Den HFLS wurde daraufhin 900 pl DMEM HFLS
Medium hinzugefligt, bei den Keratinozyten kamen 900 pl SFM Keratinozyten Medium
hinzu. Als Kontrolle kam 100 pl frisches RPMI Medium in Duplikaten auf die Platten.
Auf die Ubrigen Platten kamen jeweils 100 pl T-Zell-Uberstand wieder im Duplikat.

Stimulanzien
RPMI Medium
Medium
DMSO 600 nM
Tofa 600 nM
Tofa 100 nM

Tabelle 3: T-Zell-Uberstande auf Keratinozyten oder HFLS

Als unbehandelte Kontrolle diente 100 pl frisches RPMI Medium. Bei den dbrigen Stimulanzien bezieht sich die
Angabe auf die Bedingungen mit denen die T-Zellen vor der Zellernte stimuliert wurden. Hierbei waren Medium und
DMSO erneut als Kontrollen gedacht, um den Einfluss von Tofacitinib in den verschiedenen Konzentrationen beurtei-
len zu kénnen.

Nach Zugabe der Uberstande und des Mediums, folgte eine Inkubationszeit von 24 h
bei 37 °C im Inkubator. Wie bei den ubrigen Keratinozyten- und HFLS-Experimenten,
erfolgte auch hier im Anschluss die Zellernte zusammen mit dem Sammeln des Zellkul-
turiberstandes.
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2.4 Zellvitalitatsassays

Die zwei im folgenden beschriebenen Vitalitdtsassays dienten dazu herauszufinden, ob
das Medikament Tofacitinib oder dessen Lésungsmittel DMSO in der verwendeten
Konzentration Einfluss auf die Zellvitalitdt der verwendeten Zellen (Keratinozyten,
HFLS oder T-Zellen) haben.

241 MTT-Assay fur Keratinozyten

Der 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assay ist der
Goldstandard zur Testung der metabolischen Aktivitat der Zellen. Der Farbstoff MTT,
ein Tetrazoliumsalz, wird von den lebenden Zellen umgesetzt, sodass ein Farbum-
schlag von gelb auf violett erfolgt. Der Grad der Farbung zeigt hierbei den Grad der
Vitalitat der Zellen an. Auf diese Weise ist es moglich nachzuweisen, ob eine Substanz
zytotoxisch ist oder nicht. MTT wird mit PBS auf eine Konzentration von 5 mg/ml ver-
dunnt, steril filtriert und dunkel gelagert [87].

Der MTT-Assay wurde zur Testung der Zellvitalitat von Keratinozyten in Gegenwart

von Tofacitinib eingesetzt.

Die Keratinozyten wurden in einer sterilen, farblosen 96-Lochplatte mit flachem Boden
kultiviert, wobei pro Loch 100 ul Keratinozyten in SFM Medium hinzugegeben wurde.
Da die optimale Dichte der Keratinozyten bei der Aussaht 4000 Zellen/cm? betragt,
entspricht dies 1280 Keratinozyten pro Ansatz mit einer Oberfliche von 0,32 cm?. Die
Lagerungszeit im Inkubator betrug rund eine Woche, um ein ausreichendes Wachstum
der Zellen zu gewahrleisten. Nachdem die Zellen dicht genug gewachsen waren, er-
folgte die Stimulation fir den MTT-Assay. Hierfir wurden Tofacitinib und DMSO mit
Hilfe einer Verdinnungsreihe auf verschiedene Konzentrationen von 10 bis 0,05 yM
gebracht. Die Verdunnungsreihe wurde mit Hilfe von 2 ml Eppendorf Réhrchen durch-
geflihrt. Nachdem das alte Medium Uber den Keratinozyten entfernt war, kamen jeweils
100 pl der beiden in Medium verdinnten Substanzen in absteigender Konzentration

hinzu.

Alle Stimulationsbedingungen wurden in jeweils vier Ansatzen durchgefuhrt.
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Finale Konzentration|Tofa Verdiinnung [SFM Medium |DMSO Verdiinnung |SFM Medium
10 uM 2l 1998 ul 2l 1998

5 uM 600 pl 600 pl 600 pl 600 pl

1 uM 300 pl 1200 pl 300 pl 1200 pl

0,6 M 360 pl 240 pl 360 pl 240 pl

0,5 uM 600 pl 600 pl 600 pl 600 pl

0,1 uM 300 pl 1200 pl 300 pl 1200 pl

0,05 yM 600 pl 600 pl 600 pl 600 pl

0,0 uM 1200 pl 1200 pl

Tabelle 4: MTT-Verdiinnungsreihe von Tofacitinib und DMSO.

Hierbei ist in der ersten Zeile jeweils die Ausgangskonzentration zu erkennen. Aus dem ersten R6hrchen wurde die
jeweilige Menge in das zweite Rdhrchen (berfiihrt und auf- und abpepittiert. Das Vorgehen wurde mit den Ubrigen
Réhrchen weitergefiihrt. Die einzige Ausnahme stellte das 0,6 uM Réhrchen dar, dessen Zeile hier grau hinterlegt
ist. Die Verdinnung erfolgte zwar in dieses Rohrchen aus dem 1 uM Réhrchen, allerdings diente es nicht als Aus-
gangslage fiir die weitere Verdinnung. Die jeweilige Menge fir das 0,5 uM Réhrchen wurde dem 1 uM Réhrchen
entnommen.

Zur Kontrolle wurden auch Ansatze nur mit Medium und mit 5 % DMSO, was in dieser

Konzentration zytotoxisch ist, versetzt.

Die stimulierten Zellen kamen fir 24 h bei 37 °C in den Inkubator. Am nachsten Tag
erfolgte die Durchfihrung des eigentlichen MTT-Assays. Flnfzig ul der MTT-L6sung
(5 mg/ml), bestehend aus 50 mg MTT Salz, welches in 10 ml PBS aufgeldst wurde,
kamen in jeden Ansatz hinzu. Nach einer Inkubationszeit von 2 h im Inkubator wurden
100 pl der sogenannten Stopp-Lésung, bestehend aus 49,7 ml DMSO, 0,3 ml Salzsau-
re (HCL) und 5 g Natriumlaurylsulfat (engl. sodium dodecyl! sulfate (SDS)), hinzugefugt.
Nach einer weiteren Inkubationszeit von 20 min, diesmal bei RT, erfolgte dann die
Messung der optischen Dichte bei 540 und 570 nm mittels TECAN infinite M200 Pro
bei entferntem Deckel. Die gemessene optische Dichte wurde anschlieiend in Prozent
umgerechnet, um die prozentuale Wachstumshemmung im Vergleich zur unbehandel-

ten Kontrolle darzustellen.

24.2 CellTiter-Glo® fur T- Zellen und Synoviozyten

Der CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega) stellt eine gute alterna-
tive Methode zur Testung der Zellvitalitat dar. In diesem Fall wird die metabolische Ak-
tivitdat am Beispiel von Adenosintriphosphat (ATP) gemessen. Je mehr ATP von den
Zellen hergestellt wird, desto hoher ist ihre Vitalitdt, bzw. je mehr ATP vorhanden ist,
desto mehr metabolisch aktive Zellen sind in der Probe enthalten. Das vorhandene
ATP sorgt flr eine messbare Lumineszenz, die im TECAN infinite M200 Pro gemessen
werden kann. Um eine Lumineszenz detektieren zu kdnnen muss die Substanz Luzife-

rin mit Hilfe eines Enzyms (Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase) zu Oxyluziferin rea-
36



gieren. Diese Reaktion wird durch Mg, und ATP katalysiert, was die Funktionsweise
des CellTiter-Glo® erklart. Hierbei ist die schlussendliche Intensitat der Lumineszenz
proportional zur Menge des vorhandenen ATP, welche wiederum proportional zur Zahl
der metabolisch aktiven Zellen ist. Auf diese Art und Weise kann, ahnlich wie beim
MTT-Assay, die Toxizitdt von bestimmten Substanzen auf den Zellen getestet werden
[88].

Die Zelle ist die ATF Quelle in der
Lucifersse Reaktion. Dementsprechand
ist die Lumineszenz proportional zu der
Anzshl viabler Zellen

™

Clieyhucdlerin

Littra-Glo™
Recombinant | v &
Lucifersse

H B p g M
T~

Lucitarin

....

Abb. 8: Funktionsweise des CellTiter-Glo® anhand von ATP
Die Vitalitat der Zelle wird anhand ihrer Umsetzung von ATP gemessen. Metabolisch aktive Zellen produzieren ATP,

dieses wandelt das dazu gegebene Luciferin in Oxyluciferin um und die Lumineszenz kann gemessen werden. Quel-
le: modifiziert nach Promega

Im Lieferumfang waren CellTiter-Glo® Substrate und CellTiter-Glo® Buffer enthalten.
Um mit dem Versuch zu starten, wurde im Vorfeld eine lichtundurchlassige 96-
Lochplatte mit Zellen besat. Das Experiment wurde mit HFLS und mit T-Zellen durch-
geflhrt. Die Stimulation der HFLS flr diesen Assay war analog zu dem beschriebenen
Vorgehen mit Keratinozyten (Kapitel 2.4.1). Jedoch wurde die Verdinnungsreihe in
DMEM Medium angesetzt. Da es sich bei den T-Zellen bekanntermallen um Suspen-
sionszellen handelt, wich das Vorgehen hier etwas ab. 50 ul T-Zellen in RPMI Medium
wurden in jeden Ansatz der lichtundurchlassigen 96-Lochplatte vorgelegt. Anschlie-
lend kamen nur 50 uyl der Mischungen hinzu, um die Verdinnung der Substanzen
durch die 50 pl, die bereits in den Ansatzen vorlagen zu kompensieren, wurde die Ver-

dinnungsreihe angepasst (siehe Tabelle 5).
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Finale Konzentration |Tofa Verdiinnung |[RPMI Medium |DMSO Verdiinnung |RPMI Medium
10 uM 44l 1996 ul 4 ul 1996 ul

5uM 600 pl 600 pl 600 pl 600 pl

1uM 300 pl 1200 pl 300 pl 1200 pl

0,6 UM 360 pl 240 pl 360 pl 240 pl

0,5 uM 600 pl 600 pl 600 pl 600 pl

0,1 uM 300 pl 1200 pl 300 pl 1200 pl

0,05 uM 600 pl 600 pl 600 pl 600 pl

0,0 uM 1200 pl 1200 pl

Tabelle 5: CellTiter-Glo® -Verdiinnungsreihe der T- Zellen

Hierbei ist die Verdiinnung von Tofacitinib und DMSO dargestellt. Die erste Zeile zeigt jeweils die Ausgangskonzent-
ration. Aus dem ersten Rohrchen wurde die jeweilige Menge in das zweite Rohrchen gegeben und auf- und
abpepitiert. Das Vorgehen wurde mit den brigen Rohrchen wiederholt. Die einzige Ausnahme stellte das 0,6 uM
Réhrchen dar, dessen Zeile hier grau hinterlegt ist. Die Verdiinnung erfolgte zwar in dieses Réhrchen aus dem 1 uM
Réhrchen, allerdings diente es nicht als Ausgangslage der weiteren Verdinnung. Die jeweilige Menge fiir das
0,5 M Réhrchen wurde dem 1 uM Réhrchen entnommen.

Zur Kontrolle wurden auch Ansatze nur mit Medium und mit verdinntem Triton (1 %),

welches zytotoxisch wirkt, versetzt.

Nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 37 °C wurden zunachst die Reagenzien auf RT
gebracht. AnschlieRend kamen 10 ml des CellTiter-Glo® Buffer in das Flaschchen mit
CellTiter-Glo® Substrate, um CellTiter-Glo® Reagent herzustellen. Nachdem eine ho-
mogene Flussigkeit entstanden war, konnten 100 yl der Mischung, unter Zuhilfenahme
einer Multikanalpipette, in die Ansatze gegeben werden. Ein sofortiger Farbumschlag
von rosa zu gelb zeigt die Wirksamkeit an. Nachdem die Platte fir 10 min bei RT
inkubierte, konnte schlussendlich die Lumineszenz mithilfe des TECAN infinite M200

Pro ausgelesen werden.
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2.5 RNA-Isolation

Die Ribonukleinsdure (engl. RNA)-Isolation ist die erste Voraussetzung fir die nachfol-
gende Genexpressionsanalyse und wurde mit allen Zelllysaten durchgeflihrt, die im

Vorhinein in RLT- Puffer eingefroren wurden.

Die Durchfihrung geschah mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits (Qiagen). Im Kit enthalten
waren 2 ml Sammelréhrchen, Zentrifugen Saulen mit integriertem Filter aus Silica Gel
(RNeasy Mini Spin Columns (pink)), RLT-Puffer, der bereits zur Zellernte genutzt wur-
de, RW1-Puffer, RNase-freies Wasser und RPE-Puffer Konzentrat. Vor der Nutzung
musste der RPE-Puffer zunachst mit 220 ml 96-100 %igem Ethanol verdinnt werden,
um benutzt werden zu kénnen. Vor Beginn des Experiments mussten die Zelllysate
vorerst aufgetaut werden. Um eine Degradierung der RNA zu verhindern, wurden die
Roéhrchen dazu auf Eis gestellt. In der Zwischenzeit konnten die erforderlichen Saulen
beschriftet werden. Als erstes kamen 350 pl 70 %iges Ethanol zu den lysierten Zellen.
Die Mixtur wurde daraufhin sofort auf eine Saule gegeben, welche zuvor in ein 2 ml
Sammelrohrchen gesteckt wurde. Die anschlieBende Zentrifugierung fand bei
10000 rpm statt und dauerte 15 Sekunden (sec). Alle Flussigkeit, die den Filter passiert
hatte, wurde verworfen und die Saulen wurden auf neue 2 ml Sammelréhrchen ge-
setzt. Als nachstes erfolgte die Zugabe von 700 pyl RW1-Puffer, woraufhin eine erneute
Zentrifugierung bei gleicher Einstellung stattfand. Wieder kamen die Saulen auf neue
Sammelréhrchen, damit ihnen 500 pl RPE-Puffer zugefligt werden konnte. Zentrifugiert
wurde abermals mit gleicher Einstellung und das Umsetzen der Sdulen auf neue
Sammelréhrchen erfolgte erneut. Nochmals kamen 500 uyl RPE-Puffer hinzu und die
darauf folgende Zentrifugierung erfolgte nun fiir 2 min abermals bei 10000 rpm. An-
schliel3end erfolgte eine weitere Zentrifugierung, ohne die Saulen umzusetzen, diesmal
fur 1 min bei einer Umdrehung von 13200 rpm. Schlussendlich kamen die Saulen auf
vorher vorbereitete 1,5 ml Eppendorf Réhrchen und es erfolgte eine Zugabe von 35 pl
RNase-freien Wassers auf den Filter. Nach einer Inkubationszeit von 3 min bei RT fand
die letzte Zentrifugierung statt. Sie dauerte 1 min bei 10000 rpm. Die Saulen konnten
entsorgt werden und die isolierte RNA wurde direkt auf Eis gelegt, um einen Zerfall der
empfindlichen Strukturen zu verhindern [89]. Zur Bestimmung der Konzentration der
isolierten RNA wurde ein NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) verwendet. Die Kon-
zentrationsbestimmung ist fur die nachfolgende cDNA-Synthese elementar. Zunachst,
wurde 1,5 yl RNase-freies Wasser auf die untere Messvorrichtung pipettiert. Die Mes-
sung dieses Wasser stellt den Null-Wert dar. Im Anschluss konnte mit der Messung der

RNA Proben begonnen werden. Hierbei wurden immer jeweils 1,5 ul RNA auf die
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Messvorrichtung des NanoDrop pipettiert.. Dargestellt wurden Qualitat sowie Quantitat
der RNA.

2.6 cDNA- Synthese

Die cDNA- Synthese entspricht einer reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
(RT-PCR). Hierbei wird aus der einstrangigen RNA, die aus den Zelllysaten isoliert
wurde, eine zweistrangige, komplementare DNA (engl. complementary DNA (cDNA))
synthetisiert. Diese kann dann im weiteren Verlauf unter Zuhilfenahme der quantitati-
ven Polymerase Kettenreaktion (QPCR) amplifiziert werden, um wie in diesem Fall die

Genexpression der Ausgangszellen analysieren zu kénnen.

Die Funktionsweise der cDNA Synthese ist in Abb. 9 dargestellt.

RNA T T

cDNA Synthese TITTTTTT I_ I Il_l__l___l"_l;_‘ '; Rtase

NP

RT

cDNA:RNA Hybrid M

e

PCR

DNA
Amplifizierung

Abb. 9: Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Aus der urspriinglich einstrangigen RNA entsteht mit Hilfe der RTase, angelagerten Primern und dNTP eine
zweistrangige cDNA, die wiederum anhand der quantitativen Polymerase Kettenreaktion (qQPCR) vervielféltigt werden
kann. Abkuerzungen: RTase= Reverse Transkriptase, dNTP = Desoxyribonukleosidtriphosphat. Quelle: modifiziert
nach ThermoFisher Scientific  (https://www.thermofisher.com/de/de/homellife-science/cloning/cloning-learning-
center/invitrogen-school-of-molecular-biology/pcr-education/per-reagents-enzymes/pcr-applications.html) - Zugriff am
20.09.2019
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Far die Durchfihrung der cDNA-Synthese wurdedie zunachst 4 yg RNA mit in 0,5 ml
Roéhrchen gegeben. Dies entsprach meist einem Gesamtvolumen von 10 ul RNA,
konnte aber je nach Konzentration der RNA variieren. Falls weniger als 10 yl RNA n6-
tig waren, wurde der Rest des Volumens mit sterilem Wasser aufgefillt, sodass das
eingesetzte Gesamtvolumen im 0,5 ml Réhrchen immer 10 pl entsprach. Um das Ver-
fahren in einem sogenannten ThermoCycler durchflihren zu kénnen, mussten nachei-
nander drei verschiedene Mixe auf die RNA pipettiert werden. Unter einen
TermoCycler versteht man ein Gerat, das die bendtigten verschiedenen Temperatur-
zyklen einer PCR selbststéandig durchfuhren kann. Die Mixe enthielten die Substanzen,
wie z.B. Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP), welche fir die Umschreibung in
cDNA notwendig waren. Angesetzt wurden sie in drei verschiedenen 1,5 ml Eppendorf

Roéhrchen, die, um Verwechslungen zu vermeiden, eine Beschriftung erhielten.

1x 16X 30x
First strand buffer 5x 1,5 ul 24 ul 45 ul
(invitrogen)
Rnasin (Promega) 1l 16 pl 30 pl
Dnase Mix (Roche) 1 ul 16 30 ul
steriles Wasser 2,5l 40 ul 75 ul

Tabelle 6: cDNA-Synthese Mix 1
Die Tabelle zeigt die Substanzen mit Hersteller, die fir den Ansatz von Mix 1 gebraucht werden. Dargestellt sind

jeweils die Mengen fiir eine variierende Probenanzahl. Die erste Spalte beschreibt die ndtige Menge fir eine RNA
Probe. Beispielhaft sind hier auch die Mengen fiir 16 Bzw. 30 Proben.

Von Mix 1 (siehe Tabelle 6) wurden 6 ul in jedes 0,5 ml R6hrchen hinzugegeben. Die
Rohrchen wurden kurz zentrifugiert und anschlieRend in den ThermoCycler gestellt. Im
Gerat erfolgte daraufhin eine Erwarmung der Proben erst fir 20 min auf 37 °C und
dann fur 10 min auf 70 °C. AnschlieRend wurden sie auf 4 °C abgekuhlt, um danach
aus dem Gerat genommen zu werden. Schlussendlich konnten 4 pl von Mix 2 (siehe

Tabelle 7) hinzugeflgt werden.

1x 16X 30x
Oligo dT (invitrogen) 16- 181 pl 16 pl 30
Random Hexamer/ Primer
(Promega) 0,4 ul 6,4 ul 12 i
steriles Wasser 2,6 ul 41,6 pl 78 pl

Tabelle 7: cDNA-Synthese Mix 2

Die Tabelle zeigt die Substanzen mit Hersteller, die fir den Ansatz von Mix 2 gebraucht werden. Dargestellt sind
jeweils die Mengen fiir eine variierende Probenanzahl. Die erste Spalte beschreibt die nétige Menge fir eine RNA

Probe. Beispielhaft sind hier auch die Mengen fiir 16 Bzw. 30 Proben.
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Abermals erfolgte eine Zentrifugierung, bevor die Proben ins Gerat gesetzt werden
konnten. In diesem Temperaturzyklus wurden die Réhrchen 10 min lang auf 70 °C er-
hitzt und schlieBlich auf 4 °C abgekuhlt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von
10 ul des letzten Mixes (siehe Tabelle 8).

1Xx 16X 30x

First strand buffer 5x  |4,5 72 135
(invitrogen)

dNTP (Bioline) 1,5 ul 24 ul 45 ul
DTT (Invitrogen) 1l 16 pl 30 pl
Rnasin (Promega) 0,5 pl 8 ul 15 ul
steriles Wasser 1,5 i 24 l 45 ul
SuperScript 1l 16 pl 30 pl

Tabelle 8: cDNA-Synthese Mix 3

Die Tabelle zeigt die Substanzen mit Hersteller, die fir den Ansatz von Mix 3 gebraucht werden. Dargestellt sind
jeweils die Mengen fiir eine variierende Probenanzahl. Die erste Spalte beschreibt die nétige Menge fir eine RNA
Probe. Beispielhaft sind hier auch die Mengen fiir 16 bzw. 30 Proben.

Nach Zugabe von Mix 3 und einer erneuten Zentrifugierung wurden die Proben im
ThermoCycler zuerst 50 min bei 42 °C und dann 10 min bei 70 °C erhitzt. Ein Abkuhlen

auf 4 °C war auch bei diesem Programm der letzte Schritt.

Als nachstes musste die fertig gestellte cDNA verdinnt werden. Je nach Qualitat und
Quantitat der verwendeten Probe wurden hierfir entweder 370 pl steriles Wasser oder
entsprechend weniger hinzupipettiert. Um fir die nachfolgende Genexpressionsanaly-
se mittels gPCR einfacher verwendet werden zu kénnen, kamen die Proben in eine
96-Loch Masterplate. Hierfir wurde eine Verdinnung von 1:4 angestrebt, was z.B.
einer Menge von 40 pl cDNA und 120 pl sterilen Wassers entspricht. Bis zur weiteren
Verwendung wurden die cRNA-Proben erneut eingefroren und die Masterplate bei
4 °C, nach Verschluss durch einen NUNC Plattenaufkleber (ThermoScientific), im

Kuhlschrank aufbewahrt oder fur langere Aufbewahrung bei -20 °C eingefroren.
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2.7 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Bei der Polymerase Kettenreaktion (PCR) handelt es sich zunachst um eine einfache
Nachahmung der Replikation, wie sie auch in der Zelle zur Vervielfaltigung der Erbin-
formation angewendet wird. Der DNA-Doppelstrang wird geteilt bzw. denaturiert und
ein komplementarer neuer Strang wird, nach vorheriger Anlagerung eines Primers an
den Ausgangsstrang, mit Hilfe von DNA- Polymerasen und dNTPs angebaut. Hierbei
besteht der Ablauf aus drei Schritten, die sich stets wiederholen. Dieser Prozess wie-
derholt sich, im Gegensatz zum zelluldren Vorgehen, so lange, bis genigend DNA flr
eine Analyse vorhanden ist.

ein PCR Zyklus
.=

Denaturierung Annealing Elongation

&
mq

7o <

Temperatur (*C)

Anzahl der Zyklen

Abb. 10: Ablauf einer PCR mit schematischer Darstellung der drei Schritte

Dargestellt ist das Temperaturprofil der PCR in der jeweiligen Phase. Die X-Achse beschreibt die Temperatur in °C,
wobei die Y-Achse die Anzahl der Zyklen anzeigt. Die erste Phase ist die Denaturierung, bei 90 °C, in der die DNA-
Strange getrennt werden. In der Anlagerungsphase (engl. Annealing) lagert sich der entsprechende Primer an den
Einzelstrang an, dies geschieht am besten bei 55- 60 °C. SchlieBlich kann die Verlangerung des DNA-Stranges
(engl. Elongation) vollzogen werden, dabei lagern die dNTPs an die DNA an und werden mit Hilfe der Tag-
Polymerase verbunden. Dieser Zyklus wird ca. 30 bis 40- mal wiederholt. Quelle: eigene Darstellung

Auf diesem Prinzip baut die qPCR auf. Der Unterschied ist, dass mit Hilfe von fluores-
zierenden Molekillen bereits nach einem Zyklus eine Quantifizierung stattfinden kann,
also dementsprechend in Echtzeit ausgewertet wird. Flr die Fluoreszenzdetektion gibt

es verschiedene Moglichkeiten, die im Folgenden erlautert werden [90].

2.71 TaqMan™
Bei der TagMan™-basierten gPCR werden Primer verwendet, die mit einem Reporter,

der fir die Fluoreszenz verantwortlich ist, und einem Quencher, der diese zunachst
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hemmt, ausgestattet sind. Sobald die Tag- Polymerase an den Primer ansetzt, wird der

Reporter freigesetzt und fluoresziert [90].

Der eingesetzte TagMan™ Master Mix enthielt Puffer, dNTPs, passive Referenzfar-
bung, thermostabile DNA Polymerase und andere Komponenten. Zusatzlich wurde fir
das jeweils zu testende Gen ein passender Primer einmal in 5°- und einmal in 3'-
Richtung bendtigt, sowie eine flr das Gen nétige sogenannte ,Sonde“. Sonde und Pri-
mer mussten mit sterilem Wasser und TagMan™ Master Mix vermischt werden, um
den finalen Mix fir das Gen zu erhalten. Das bendtigte Volumen fiir diese Reaktion ist

in Tabelle 9 dargestellt.

Substanz Konzentration 1x 30x
Master Mix 12,5 pl 375 pl
Sonde 10 uM 0,75 ul 22,5yl
5° Primer 45 uM 0,6 pl 18 ul
3 Primer 45 uM 0,6 pl 18 ul
steriles Wasser 0,55 ul 16,5 pl
Total 15 ul 450 pl

Tabelle 9: Finaler Mix fiir TagMan™ basierte qPCR

Dargestellt sind die ndtigen Substanzen unter Angabe der Konzentration sowie des bendtigten Volumens einmal fir
eine Probe und beispielhaft fir 30 Proben.

Nach Herstellung des finalen Mixes konnten immer jeweils 15 pl in eine spezielle opti-
sche 96-Lochplatte (MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate, Thermo Fisher Scienti-
fic) pipettiert werden. Hinzu kamen 10 pl der im Vorhinein hergestellten cDNA (Kapitel
2.6). Als Negativkontrolle erhielt ein Ansatz keine Befullung mit cDNA, sondern mit
10 ul sterilem Wasser. Die 96-Lochplatte wurde anschlieRend verschlossen (StarSeal
Advanced Polyolefin Film, STARLAB) und 2 min bei 1200 rpm zentrifugiert, um sowohl
cDNA als auch Primermix am Boden der Ansatze zu sammeln. Die gPCR wurde mit
dem QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems™ ThermoFis-
her Scientific) durchgefihrt. Dieses wurde auf relative standard curve sowie Tagman
reagent programmiert. Zudem wurde als Reporter der Farbstoff ,FAM® eingestellt und
der Quencher ausgestellt (,NONE).

House Keeping Gene
Beim house keeping gene, hier 18S ribosomale RNA, handelt es sich um ein als Refe-

renzgen genutztes Gen, was in fast allen Zellen in gleicher Menge produziert wird. Bei
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der Auswertung der spateren Ergebnisse wurden alle anderen Gene bezliglicher ihrer

Expression immer in Relation zur Expression von 18s gesetzt.

Das Prinzip entspricht einer normalen TagMan™ qPCR, wobei jedoch ein spezielles
Set mit Sonde und Primern verwendet wird. Aufderdem wurden hier andere Konzentra-

tionen und entsprechend Volumen der Substanzen genutzt (siehe Tabelle 10)

Substanz Konzentration 1x 30x
Master Mix 12,5 375 ul
18s Sonde 10 uM 0,15 pl 4,5 ul
18s 5 Primer 10 UM 0,15 ul 4.5 ul
18s 3' Primer 10 uM 0,15 ul 4.5 ul
steriles Wasser 2,05 61,5 ul
Total 15 pl 450 pl

Tabelle 10: Finaler Mix fiir 18s TagMan™ basierte qPCR
Dargestellt sind die nétigen Substanzen unter Angabe der Konzentration sowie des bendtigten Volumens zuerst flir

eine Probe und beispielhaft fir 30 Proben.

Das weitere Verfahren war ansonsten analog zu der oben beschriebenen TagMan™
gPCR, bis auf die Einstellungen im QuantStudio Programm. Hier musste als Reporter
,VIC“ und als Quencher ,TAMRA* eingestellt werden.

Assay on Demand

Fir die Analyse mancher Gene wurden kommerziell erwerbliche Primermixe, soge-
nannte Assay on Demand (AOD) von Thermo Fisher verwendet. Dabei handelt es sich
um eine fertig zusammengestellte Mixtur aus den fur das Gen nétigen Primern und der
notwendigen Sonde. Durch den AOD Mix entfallt das Mischen der Primer und der Son-
de mit den anderen Substanzen, sodass nur noch der AOD Mix hinzugegeben werden
muss. Auch hier wurde der TagMan™ Master Mix verwendet (siehe Tabelle 11):

Substanz 1Xx 30x
Master Mix 10 300 pl
AOD Mix 1l 30 ul
Total 11 330 pl

Tabelle 11: Finaler Mix fiir AOD basierte qPCR
Dargestellt sind die nétigen Substanzen unter Angabe des bendtigten Volumens, zuerst flir eine Probe und beispiel-
haft fiir 30 Proben.
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In diesem Fall wurden lediglich 11 pl des finalen Mixes pro Ansatz der PCR-Platte ver-
teilt. Alle weiteren Schritte und Einstellungen wurden analog zu einer TagMan™ basier-
ten gPCR (Kapitel 2.7.1) durchgeflhrt.

2.7.2 SYBR Green
Bei der SYBR Green basierten gPCR wird ein fluoreszierender Farbstoff eingesetzt,

der direkt an die DNA bzw. an die Licke zwischen den beiden Strangen bindet. Je
mehr Doppelstrange vorhanden sind, desto mehr Fluoreszenz kann detektiert werden.
Die Fluoreszenz andert sich, sobald die Strange denaturieren, was bei einer Schmelz-
kurvenanalyse dargestellt wird [90].

Auch hier ahnelt das Vorgehen den bereits beschriebenen Versuchsablaufen. Es wur-
de allerdings im Gegensatz zur bisherigen Durchfihrung der SYBR™ Green Master
Mix (Applied Biosystems™) verwendet. Die Primer mussten zuerst zu einem Primer
Mix vermengt werden, bevor sie mit den anderen Substanzen in Kontakt kamen. Hier-
fur nutze man bei einer Ausganskonzentration von 45 uM jeweils 20 pl beider Primer
und fiigte 410 I steriles Wasser hinzu. Der Primer Mix wurde mit dem SYBR™ Master
Mix gemischt, um schlieRlich mit der cDNA zusammen auf eine PCR-Platte pipettiert

zu werden (siehe Tabelle 12).

Substanz 1x 30x
Master Mix 12,5 pl 375 pl
Primer Mix (2 um) (2,5 ul 75 ul
Total 15 ul 450

Tabelle 12: Finaler Mix fiir SYBR™ Green basierte gPCR
Dargestellt sind die n6tigen Substanzen unter Angabe des bendtigten Volumens zuerst flir eine Probe und beispie |-
haft fiir 30 Proben.

Bei den Einstellungen im QuantStudio Programm, wurde als Reporter ,SYBR" ohne
Quencher (,NONE®) gewahlt, ansonsten verlief der restliche Versuch wie oben be-

schrieben.
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2.7.3 Primerpaare

Die verwendeten Primerpaare und Sequenzen (sofern bekannt) sind in Tabelle 13 dar-
gestellt.

Tagman
hBD2 Sonde |5"CCAGGT GTTTTT GGT GGT ATAGGC GAT CC 3
rev 5" GGC TCC ACT CTT AAG GCA GGT 3
fwd 5" CCT CTT CAT ATT CCT GAT GCC TCT 3
18s Katalognummer: 4308329, Thermo Fisher Scientific
AOD
LL37 Hs 01011708
GMCSF (CSF2) Hs 00171266 A1
IL17A Hs 99999082 m1
IL22 Hs 00220924 m1
IL26 Hs 00218189 m1
SYBR
S100A7 rev 5 TGTCCTTTT TCT CAAAGACGTC 3
fwd 5' AGA CGT GAT GAC AAG ATT GAC 3
S100A8 rev 5'CCC TGT AGA CGG CAT GGAAA 3
fwd 5" AGC TGT CTT TCAGAAGAC CTG G 3
S100A9 rev 5'GCC CCAGCT TCACAG AGT AT 3
fwd 5 TCGGCTTTGACAGAGTGC AA 3
OASL rev 5" GCAACGATGTCC CATCTGTAZ
fwd 5 TGT GTC AGAAAA CAG CTC AAAAA T
OAS2 rev 5TTCCTGGTGTCT GCATTIGTC 3
fwd 5'CTG GCAAAAGAAGCAAAGGAZT
ISG15 rev 5" CCAGCATCTTCACCGTCAGS3
fwd 5 GCGAAC TCATCTTTGCCAGTAZ
MX1 rev 5TTCTTC CAGCTCCTTCTCTCTG3
fwd 5" AGA GAA GGT GAGAAGCTGATC C &
IL29 rev 5 CAGCTT GAGTGACTC TTC CAAGGC G 3
fwd 5 TGGACC GTGGTC CTG GTGACT 3
IFNy rev 5 GTT CCATTATCC GCTACATCT GAA 3
fwd 5ACGTCTGCATCGTTTTGGGTT 3
Thet rev 5TGGTCTATTTTT AGC TGGGTGATGTCTG 3
fwd 5' GGT GGT AAC ATG CCA GGG AAC AGG A3
RORc rev 5'CGG AAGAAGCCCTTGCAC CCC 3
fwd 5' GAC AGC ACC GAGCCTCAC GG 3
GATAS3 rev 5' GGG GCC GGT TCT GTC CGT TC 3
fwd 5'CCG GTC CAG CAC AGAAGGCAZ

Tabelle 13: Auflistung der Primersequenzen und AOD Nummern
Dargestellt sind die Primerpaare immer in 5' nach 3' Richtung. Bei AOD ist die entsprechende Nummer des Assays

angegeben und bei Tagman zusatzlich die Probe. Abklirzungen: rev = reverse (rickwérts), fwd = forward (vorwarts).
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2.8 Lymphozyten-Aktivierungstest

Der Lymphozyten-Aktivierungstest (LAT) wird verwendet um eine zellvermittelte spezi-
fische Immunantwort in vitro zu detektieren. Dabei werden Immunzellen mit einem An-
tigen stimuliert um nach der Stimulationszeit die Anderung der Expression des Ober-
flachenproteins Cluster of differentiation 69 (CD69) mithilfe von Durchflusszytometrie
zu messen. Bei CD69 handelt es sich um ein integrales, homodimeres Oberflachenpro-
tein mit einer transmembranen Domane. Dieses Antigen ist auf allen aktivierten T- und
B-Zellen sowie NK-Zellen zu finden, allerdings nicht auf unaktivierten Zellen des peri-
pheren Blutes. Durch Aktivierung des T-Zell-Rezeptor (TCR)/CD3 Komplex, kann man
eine rasche Zunahme der Expression an CD69 Antigen an der Zelloberflache feststel-
len. Eine Aktivierung des Antigens ist aber auch auf andere Art und Weise maoglich.
CD69 gilt auRerdem als Kostimulator fur die T-Zelldifferenzierung und Proliferation [91-
93]. Ziel dieser Experimente war es herauszufinden, ob Tofacitinib einen Einfluss auf
die Aktivierung Antigen-spezifischer T-Zellen hat. Hierzu wurden zunachst PBMCs iso-
liert, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben. Die isolierten PBMCs wurden in 1 ml RPMI Me-
dium, welches 5 % humanes AB Serum enthielt, resuspendiert, um sie zahlen zu kdn-
nen. Die PBMCs wurden dann auf eine Konzentration von 5x 10° Zellen/ml eingestellt.
Finf Ansatze wurden als Kontrolle flr die spatere Durchflusszytometrie (engl. Flow
cytometry) genutzt. In alle Ansatze wurden 200 pl Zellsuspension pipettiert, sodass
schlussendlich 1x 10° Zellen pro Anséatze vorhanden war. Eine Lésung mit einer
DMSO Konzentration von 100 yM musste vorbreitet werden, indem 20 pl DMSO mit
180 pl PBS vermischt wurden. Nun kam das Medikament Tofacitinib und DMSO in der
angesetzten Verdinnung in verschiedenen Konzentrationen zu den Zellen hinzu (siehe
Tabelle 14). Daraufhin war ein Vortexen der Rohrchen notwendig. Die Proben kamen
dann fur 45 min bei 37 °C in den Inkubator bevor die restlichen Substanzen hinzuka-
men. Als positive Stimulationskontrolle wurde CD2/CD2R (BD Fastimmune™) verwen-
det, was eine T-Zellaktivierung zur Folge hat. Alle Ansatze kamen anschliefdend flr
20 h bei 37 °C in den Inkubator.

48



Substanz Volumen Tofa
PBS (negativ)
CD2/CD2R (positiv) 4 ul
DMSO 4 ul
12 ul
2l
CD2/CD2R 1l
1l 12 pl
1 ul 2 ul
V2V gE 10 pg/ ml
10 pg/ ml 12 ul
LPS 100 ng/ ml
100 ng/ ml 12 ul
100 ng/ ml 2l

Tabelle 14: Stimulanzien unter Angabe der Konzentration und des verwendeten Volumens
Dargestellt sind die verschiedenen Substanzen die fiir die Stimulation der PBMCs nétig waren. In der zweiten Spalte

ist immer jeweils die Konzentration bzw. das Volumen der Substanz aus der ersten Spalte angegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 45 min mit DMSO und Tofacitinib (Konzentration Vorrat: 10 uM) kamen CD2/CD2R, sowie VzV
gE und LPS in angegebener Menge hinzu.

Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die erste Zentrifugierung der Proben fur 5 min
bei RT bei 1500 rpm. Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet
in 500 pl  Durchflusszytometrie-Puffer (im weiteren Verlauf Puffer genannt)
resuspendiert, woraufhin 3 Tropfen eines 1:4 verdinnten humanen AB Serums hinzu
kamen. Es folgte eine 15-mindtige Inkubation auf Eis. In der Zwischenzeit konnte der
Antikérper-Mastermix vorbereitet werden. Zunachst erfolgte die Vorbereitung des Anti-
korpers zur Diskrimierung von lebenden und toten Zellen (Zombie NIR Life/Dead (LD),
Biolegend) welches erst im Verhaltnis von 1:50 mit PBS vermengt wurde. Der Master-
mix musste in einem braunen Sammelréhrchen angesetzt werden und hatte ein finales
Volumen von 900 pl, das sich wie folgt zusammen setzte: 765 ul Puffer, 45 pyl vom ver-
dinnten LD, 45 pyl CD69- Antikérper (konjugiert an PE-Fluorochrom, Biolegend) und
45 pl CD3- Antikorper (konjugiert an APC-Fluorochrom, Biolegend). Nach der Inkubati-
on der Proben mit Serum auf Eis wurde den Réhrchen 500 pl Puffer hinzugeftigt, wo-
raufhin eine emeute Zentrifugierung bei gleicher Einstellung wie zuvor erfolgte. Aber-
mals konnte der Uberstand abgenommen und schlieRlich in jedes Réhrchen 50 pl Anti-
korper Mastermix hinzugeflgt werden. Die Durchflusszytometrie-Kontrollen mussten
nun ebenfalls pipettiert werden, hierfur kamen Puffer und der entsprechende Antikdrper

in die vorbereiteten Sammelréhrchen (siehe Tabelle 15).
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Kontrolle Puffer Antikorper

Ungefarbt 50 pl nichts

CD3-APC 50 pl 2,5 yl CD3-APC

CD69-PE 50 pl 2,5 yl CD69-PE + 2,5 yl CD4-PE
LD-APC-Cy7 |50 pl 2,5 yl CD3-APC-Cy7

Isotypen 50 pl 2,5 yl migG1-APC + 5 pl mlgG1-PE

Tabelle 15: Kontrollen fiir die Durchflusszytometrie
Dargestellt sind die jeweiligen Kontrollen unter Angabe des Volumens an Puffer und an Antikorper, der hinzugefuigt

wurde.

Alle Proben wurden im Anschluss gemischt und 30 min im Dunkeln auf Eis gelagert.
Erneut kamen 500 ul Puffer dazu und eine wiederholte Zentrifugierung erfolgte analog
zum bisherigen Protokoll. Wie auch zuvor wurde der Uberstand entfernt, jedoch wurde
nun das Pellet in 100 ul 4 %iger Paraformaldehyd (PFA) Lésung geldst. Nach einer
Inkubationszeit von 15 min kam abermals 500 yl FACS Puffer hinzu und auch die Zent-
rifugierung erfolgte erneut. Zum letzten Mal musste der Uberstand entfernt werden,
damit die Zellen in 200 pl Puffer resuspendiert werden konnten. Die Proben waren nun

bereit zur Analyse mit dem Durchflusszytometer CytoFlex S von Beckman Coulter.

2.8.1 Interferon Gamma Release Assay

Der Interferon Gamma Release Assay ((IGRA); QuantiFERON-TB-Gold-Plus-Test
(QFT®-Plus, QIAGEN)) dient dem Nachweis einer latenten Tuberkulose. Es handelt
sich um einen IFN-y Freisetzungstest, der ausschlieRlich auf Mtb reagiert im Gegen-
satz zum friheren unspezifischen Tuberkulin-Hauttest. Allerdings ist auch der IGRA
wie der Tuberkulin-Hauttest, ebenfalls nicht in der Lage zwischen latenter und akuter
Infektion mit Mtb zu unterscheiden. Im Lieferumfang enthalten sind vier Antigen-
beschichtete Sammelréhrchen (ESAT-6/ CFP-10/ TB-7.7). Bei den vier R6hrchen han-
delt es sich um eine Positivkontrolle (Mitogen), eine Negativkontrolle (Nil) und zwei
Tbe-Testréhrchen (TB1 und TB2). Im TB1 Testrohrchen werden nur CD4+ TH-Zellen
stimuliert, im TB2 Roéhrchen noch zusatzlich CD8+ TH-Zellen [94, 95].

Fir die Durchfihrung waren vorbereitende Schritte notwendig. Das verwendete Blut
von Patienten mit latenter Tuberkulose wurde vom Leber- und Infektionszentrum der
Universitatsklinik Dusseldorf zur Verfugung gestellt und wurde in Lithium-Heparin-
Rohrchen abgenommen. Das Blut wurde zunachst in zwei neue Lithium-Heparin Rohr-
chen Uberflhrt, um sicherzustellen, dass sich in jedem R&hrchen 5 ml Blut befanden.

Das erste Rohrchen blieb unverandert, wahrend in das zweite 30 ul Tofacitinib in einer
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Konzentration von 100 yM kamen (final: 600 nM). Es folgte eine Inkubationszeit von
45 min bei 37 °C. Im Anschluss erfolgte die Verteilung von 1 ml Blut in jeweils ein
QuantiFERON® Réhrchen und zwar so, dass am Ende vier Réhrchen (Mitogen, TB1,
TB2 und Nil) mit dem Kontrollblut und vier weitere Réhrchen mit dem mit Medikament
versetzten Blut befullt waren. Alle Réhrchen mussten invertiert und schlieBlich fur 24 h
inkubiert werden. Am nachsten Tag wurde mit 3000 rpm fir 15 min zentrifugiert. Das
Plasma konnte abgenommen und in einem 1,5 ml Sammelréhrchen aufbewahrt wer-

den. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Plasma Proben bei -20 °C gelagert.

Fir die Durchfihrung des IFN-y ELISA mussten zunachst alle Flissigkeiten sowie
Standards nach Herstellerprotokoll angesetzt werden. Es kamen zunachst 50 ul des
working strength conjugate in alle Ansatze. Im Anschluss kamen entweder 50 pl des
Standards oder des zu testenden Plasmas in die entsprechenden Ansatze. Der Plat-
teninhalt wurde vorsichtig gemischt, mit einem Deckel bedeckt und schlief3lich flr 2 h
bei 37 °C inkubiert. In der Zwischenzeit konnte der Waschpuffer nach Protokoll vorbe-
reitet werden. Nach Ablauf der Zeit musste der Inhalt der Platte entfernt werden um die
Platte sechs-mal mit 400 pl Waschpuffer zu waschen. Danach konnten 100 yl Enzyme
Substrat Solution hinzupipettiert und die Platte fir 30 min bei RT inkubiert werden. Um
die Reaktion zu stoppen, kamen 50 ul der Enzyme Stopping Solution dazu, bevor
schlieBlich die Messung der optischen Dichte bei 450 nm mithilfe des TECAN infinite

M200 Pro gemessen wurde.
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2.9 Auswertung und Statistik

2.9.1 GraphPadPrism

Die graphische und statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des GraphPadPrism Pro-

gramms.

2.9.2 Zellvitalititsassay

Fir die graphische Darstellung und Auswertung der Zellvitalitdtsassays wurden die
gemessenen Werte der Lumineszenz bzw. der optischen Dichte in Prozent umgerech-
net. Hierflr diente die Mediumkontrolle als Referenzwert, der auf 100 % festgelegt

wurde. Alle anderen Werte wurden zu diesen 100 % in Relation gesetzt.

29.3 ¢gPCR

Die erhaltenen Werte der qPCR Durchlaufe zeigten immer die Genexpression eines
Genes unter einem bestimmten Stimulus an. Um beurteilen zu kénnen, ob die Genex-
pression besonders hoch ist oder z.B. gehemmt wurde, mussten die Werte in Relation
gesetzt werden. Hierflr wurde das konstitutiv exprimierte, nicht regulierte Gen 18s ge-
wahlt, dessen Expression immer mit getestet wurde. So ergab sich die graphische
Darstellung der Ergebnisse in relativen Einheiten (RE), da alle Werte in Relation zu 18s

gesetzt wurden.

2.9.4 Statistische Auswertung

Um herauszufinden, ob es sich um signifikante Ergebnisse handelt, wurden statistische
Tests durchgeflihrt. Zunachst der D*Agostino Test durchgefihrt werden, um festzustel-
len, ob es sich um eine gauRsche Normalverteilung handelt oder nicht. Da dieser Test
erst ab einem Stichprobenumfang von 10 (n=10) und gréfer angewendet werden
kann, wurde im weiteren Verlauf bei Stichproben kleiner als 10 davon ausgegangen,
dass keine gauflsche Normalverteilung vorlag und somit nicht-parametrische statisti-
sche Tests durchgefuhrt. Einer dieser nicht-parametrischen Tests ist der
Mann-Whitney-Test. Signifikante Unterschiede wurden wie folgt dargestellt: p-Wert <
0,05 entspricht *, p-Wert < 0,01 entspricht ** und ein p-Wert < 0,001 entspricht ***.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellvitalitatsassays

Die Zellvitalitat von T-Zellen, Keratinozyten und HFLS wurde unter Zugabe von
Tofacitinib und DMSO getestet, um den Einfluss der Substanzen auf die Zellen zu cha-
rakterisieren und sicher zu stellen, dass sie den verschiedenen Zellen gegenuber keine
toxischen Effekte aufweisen. Hierflir wurden zwei unterschiedliche Methoden ange-
wendet. Wahrend die Vitalitat der Keratinozyten mittels MTT-Assay kontrolliert wurde,
wurde der CellTiter-Glo® flr T-Zellen und HFLS verwendet.

Die Ergebnisse der durchgefluhrten Tests sind in Abb. 11 dargestellt. In Abb. 11A er-
kennt man die Ergebnisse des MTT-Assays mit Keratinozyten. Die unbehandelte Kon-
trolle, bestehend aus Keratinozyten und Medium, ergibt eine Vitalitdt von 100 %. Die
Negativkontrolle, bestehend aus 5 %igem DMSO, liegt bei ca. 25 % Vitalitat und stellt
somit den Wert flr die geringste optische Dichte dar. Bei Zugabe von 5 %igem DMSO
sind die Zellen demnach in ihrer Vitalitdt stark eingeschrankt. Alle anderen Werte lie-
gen deutlich dartber. Tofacitinib in einer Konzentration von 0,05 uM resultiert hier in
einer Vitalitdt knapp unter 100 %. Bei DMSO 0,05 uM, also der Vergleichskonzentrati-
on, in der Tofacitinib gelést wurde, ergibt dagegen eine Vitalitat von 100 %. Alle ande-
ren gemessenen Werte liegen Uber der unbehandelten Kontrolle und dementspre-
chend tber 100 %.

Abb. 11B zeigt die Ergebnisse des CellTiter-Glo® fur HFLS. Analog zu Abb. 11A stellt
auch hier die unbehandelte Kontrolle 100 % Zellvitalitdt dar. Der Negativkontrolle wur-
de beim CellTiter-Glo® 1 %iges Triton zugesetzt. Diese zeigt hier einen Wert von
<1 %, weshalb kein Balken zu erkennen ist. Vergleicht man 1 % Triton mit 5 % DMSO,
lasst sich vermuten, dass 1% Triton deutlich toxischer wirkt als 5 % DSMO. Alle ande-
ren Werte liegen auch hier Gber der Negativkontrolle und Uberragen zusatzlich die

Mediumkontrolle.

Aus den Ergebnissen der Abb. 11C lasst sich der Effekt des Tofacitinib auf T-Zellen
ableiten. Alle Parameter sind analog zu Abb. 11B. DMSO in einer Konzentration von
10 uM liegt knapp unter 100 % Vitalitdt und stellt somit den niedrigsten Wert dar.
Tofacitinib 0,06 uM hat mit ca. 120 % die hdochste Zellvitalitat.
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Abb. 11: Tofacitinib hat keinen negativen Einfluss auf die Zellvitalitét

Um mdgliche toxische Effekte zu evaluieren, wurden Keratinozyten (A, n=7), HFLS (B, n=5) und T-Zellen (C, n=3)
24 h lang mit Tofacitinib oder DMSO versetzt. Als Positivkontrolle wurden unbehandelte Zellen mit entsprechendem
Medium verwendet, die Negativkontrolle ist bei Keratinozyten (A) mit 5 % DMSO behandelt worden, bei HFLS (B)
und T-Zellen (C) dagegen mit 1% Triton. AnschlieBend konnte die Zellvitalitdtt —mittels
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (Mtt)-Assay (A, Messung der optischen Dichte) oder
CellTiter-Glo® (B und C, Messung der Lumineszenz) ermittelt werden. Auf der X-Achse ist jeweils Tofacitinib und
DMSO in den jeweiligen Konzentrationen in uM dargestellt, wahrend die Y-Achse die Zellvitalitét in % zeigt. Die
unbehandelten Zellen mussten zur Berechnung auf 100 % Vitalitat gesetzt werden, um die Vitalitat unter den einzel-
nen Bedingungen kalkulieren zu kdnnen. Dargestellt sind die Daten als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts
(SEM).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass das Medikament Tofacitinib genauso wie das
Lésungsmittel DMSO in den verwendeten Konzentrationen keinen negativen Effekt auf
die Zellvitalitat der getesteten Zellen (Keratinozyten, Abb. 11A, HFLS, Abb. 11B und T-
Zellen, Abb. 11C) hat.
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3.2 Expressionanalysen antimikrobieller Peptide

Basierend auf der Hypothese, dass die Einnahme von Tofacitinib die Immunabwehr
verandern konnte, wurden zunachst Keratinozyten mit Tofacitinib stimuliert und an-
schlieRend eine eventuelle Anderung der Genregulation von antimikrobiellen Peptiden
untersucht. Die Testung der Genexpression der antimikrobiellen Peptide erfolgte nach
Zugabe verschiedener bakterieller Antigene. Beispielhaft ist im Folgenden die Expres-
sion von Psoriasin (S100A7) in Abhangigkeit von verschiedenen Stimulationsbedin-
gungen gezeigt. Es handelt sich hierbei um gPCR-Ergebnisse, die relativ zu 18s ge-

messen wurden.

3.2.1 Expressionanalysen antimikrobieller Peptide in Keratinozyten

In Abb. 12 ist dargestellt, wie die alleinige Gabe von Tofacitinib in zwei verschiedenen
Konzentrationen (Abb. 12A) und die kombinierte Gabe mit anschlieRender Zugabe von
LPS (Abb. 12B) oder LTA (Abb. 12C) die Genexpression von S100A7 in Keratinozyten
verandert. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass Tofacitinib keinen Effekt auf die Gen-
expression von LPS und LTA in Keratinozyten hat, da keine signifikante Anderung der
Genexpression bei einer Stimulation mit LPS und zusatzlicher Gabe von Tofacitinib im
Gegensatz zu einer alleinigen Stimulation der Zellen mit LPS zu erkennen ist
(Abb. 12B). Gleiches gilt fur die Untersuchungen mit LTA (Abb.12B). Auch die alleinige
Gabe von Tofacitinib (Abb. 12A) hat keine signifikante Anderung der Genexpression

von S100A7 in Keratinozyten zur Folge.
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Abb. 12: Tofacitinib hat keinen Effekt auf die Expression von S100A7 in Keratinozyten nach Stimulation mit
LPS und LTA
Keratinozyten (n= 6) wurden erst 60 min lang mit Tofacitinib und DMSO (A), dann insgesamt 24 h lang mit den zu-

satzlichen Stimulanzien LPS (B) und LTA (C) versetzt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen mit Medium und als
Negativkontrolle DMSO. Zusétzlich wurde Tofacitinib in einer Konzentration von 600 nM und 100 nM mit getestet.
Auf der X-Achse sind die jeweiligen Stimulanzien aufgezeigt, wahrend die Y-Achse die Genexpression von Psoriasin
(S100A7) in relativen Einheiten in Abhéngigkeit von den jeweiligen Faktoren zeigt. Die Genexpression wurde mittels
qPCR gemessen und ist dargestellt als Mittelwert £ SEM relativ zur Genexpression von 18s.

In Abb. 13 ist die Anderung der Genexpression von S100A7 unter Zugabe des von
Mykobakterien sekretierten Peptidkomplexes aus ESAT-6 und CFP-10 sowie des
mykobakteriellen Oberflachenmolekils LAM Mtb dargestellt. Durch die alleinige Zuga-
be von ESAT-6 und CFP-10 erhdht sich die Expression des S100A7 in Keratinozyten
leicht, jedoch aber nicht signifikant (Abb. 13A). Ein dhnlicher Effekt Iasst sich bei Zuga-
be von LAM Mtb allein erkennen (Abb. 13B). Die Zugabe von Tofacitinib hat in Ge-
genwart von ESAT-6 und CFP-10 keine Auswirkung auf die Expression von S100A7
(Abb. 13A). Betrachtet man die S100A7 Expression bei kombinierter Stimulation mit
Tofacitinib und LAM Mtb, |asst sich eine leichte Reduktion der S100A7 Expression
messen. Jedoch auch unter Zugabe dieser bakteriellen Stimulanzien zeigt sich nach

zusatzlicher Gabe von Tofacitinib keine signifikante Anderung der Genexpression.
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Abb. 13: Tofacitinib hat keinen Effekt auf die Expression von $100A7 in Keratinozyten nach Stimulation mit
ESAT-6 + CFP-10 und LAM Mtb
Analog zu Abb. 13 wurden Keratinozyten stimuliert. Diesmal kam zusatzlich zu Tofacitinib und DMSO ESAT-6 +

CFP-10 (A) sowie LAM Mtb (B) hinzu, um die Genexpression von S100A7 unter diesen Gegebenheiten zu testen.
Auch hier wurde die Genexpression mittels gPCR gemessen und ist ebenfalls als Mittelwert + SEM relativ zur Gen-
expression von 18s dargestellt.

In Abb. 14 ist die Genexpression von S100A7 unter Zugabe der von T-Zellen sekretier-
ten Interleukine IL-17 und IL-22 mit und ohne Tofacitinib gezeigt. Dass beide Interleu-
kine eine sehr starke Induktion von S100A7 zur Folge haben, Iasst sich hier eindeutig
feststellen. Im Vergleich zur Mediumkontrolle ist eine Signifikanz (p-Wert <0,01) zu
vermerken, was bedeutet, dass sowohl IL-17 (Abb. 14A) als auch IL-22 (Abb. 14B) in
Keratinozyten das antimikrobielle Peptid Psoriasin induzieren. Bei zusatzlicher Zugabe
von Tofacitinib ist jedoch insbesondere in Gegenwart von IL-17 keine signifikante Ab-
senkung der Expression von S100A7 zu erkennen. In Abb. 14B hingegen lasst sich
eine leichte Senkung der S100A7 Expression bei Gabe von IL-22 und Tofacitinib zei-

gen, dies ist jedoch nicht signifikant.
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Abb. 14: Tofacitinib hat keinen Effekt auf die Expression von $100A7 in Keratinozyten nach Stimulation mit
IL-17 und IL-22
Analog zu Abb. 13 wurden Keratinozyten stimuliert. Diesmal kam zusétzlich zu Tofacitinib und DMSO IL-17 (A) und

IL-22 (B) hinzu, um die Genexpression von S100A7 unter diesen Gegebenheiten zu testen. Auch hier wurde die
Genexpression mittels gPCR gemessen und ist ebenfalls als Mittelwert + SEM relativ zur Genexpression von 18s
dargestellt (** entspricht P < 0,01).

Zusatzlich zu S100A7 wurden auch andere Gene getestet und Keratinozyten mit weite-
ren Substanzen stimuliert, die in Tabelle 18 dargestellt sind. Die Stimulation der
Keratinozyten mit IL-17 induziert erwartungsgemal’ die Genexpression von allen getes-
teten antimikrobiellen Peptiden in einem signifikanten Ausmaf. AuRerdem wurde eine
signifikante Induktion von S100A8 und S100A9 in Gegenwart von IFN-y gefunden.
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Stimulanzien Antimikrobielle Peptide
S100A8 ([S100A9 |DEFB4 |LL37

Tofa 600 ns ns ns ns
Tofa 100 ns ns ns ns
LPS ns ns ns ns
LTA ns ns ns ns
IL-17 — = wx *
IL-22 ns ns ns ns
LAM Mtb ns ns ns ns
ESAT-6+ CFP-10 |ns ns ns ns
IFN gamma > * ns ns
IL-29 ns ns ns ns

Tabelle 16: Genexpression antimikrobielle Peptide in Keratinozyten

Neben S100A7 wurden noch S100A8, S100A9, DEFB4 (HBD2) und LL37 getestet. Tabellarisch dargestellt ist, ob es
jeweils eine signifikante Veranderung der Genexpression der einzelnen AMPs im Gegensatz zur Mediumkontrolle
gibt. ,ns* steht hierbei fur ,nicht signifikant®. Signifikante Unterschiede wurden wie folgt dargestellt: p-Wert < 0,05
entspricht *, p-Wert < 0,01 entspricht ** und ein p-Wert < 0,001 entspricht ***,

3.2.2 Expressionanalysen antimikrobieller Peptide in Synoviozyten
Auf gleiche Art und Weise wie bei den Keratinozyten wurden auch die HFLS stimuliert,

um die Genexpression von S100A7 unter Zugabe von Tofacitinib zu testen.

Abb. 15 zeigt, analog zu den Keratinozyten, dass Tofacitinib allein keinen Effekt auf die
Genexpression des S100A7 in HFLS hat (Abb. 15A). Generell sind die relativen Ex-
pressionen des S100A7 in HFLS deutlich geringer als in Keratinozyten (Vergleich Abb.
15 mit Abb. 12). Weder die alleinige Gabe von Tofacitinib bzw. DMSO (Abb. 15A),
noch die kombinierte Stimulation mit LPS (Abb. 15B) oder LTA (Abb. 15C) zeigt eine
signifikante Anderung der Expression von S100A7 im Vergleich zur Mediumkontrolle
oder der einzelnen Stimulation mit LPS oder LTA. Der Nachweis einer signifikanten
Anderung der Expression ist zudem durch die hohe Varianz in der Mediumkontrolle

erschwert.
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Abb. 15: Tofacitinib hat keinen Effekt auf die Expression von $100A7 in HFLS nach Stimulation mit LPS und
LTA
HFLS (n= 5) wurden erst 60 min lang mit Tofacitinib und DMSO (A), dann insgesamt 24 h lang mit den zusatzlichen
Stimulanzien LPS (B) und LTA (C) versetzt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen mit Medium und als Negativ-
kontrolle DMSO. Zusatzlich wurde Tofacitinib in einer Konzentration von 600 nM und 100 nM mit untersucht. Auf der
X-Achse sind die jeweiligen Stimulanzien aufgezeigt, wahrend die Y-Achse die Genexpression von Psoriasin
(S100A7) in relativen Einheiten in Abhéngigkeit von den jeweiligen Faktoren zeigt. Die Genexpression wurde mittels
qPCR gemessen und ist dargestellt als Mittelwert £ SEM relativ zur Genexpression von 18s.

Aus Abb. 16 lasst sich erneut ableiten, dass genau wie bei Keratinozyten, auch in
HFLS kein Effekt auf die Genexpression von S100A7 durch Tofacitinib herbei zu fuhren
ist. Weder die alleinige Stimulation der Zellen mit den bakteriellen Substanzen, noch

die zusatzliche Gabe von Tofacitinib l1asst einen signifikanten Effekt erkennen.
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Abb. 16: Tofacitinib hat keinen Effekt auf die Expression von $100A7 in HFLS nach Stimulation mit ESAT-6 +
CFP-10 und LAM Mtb

Analog zu Abb.16 wurden HFLS stimuliert. Diesmal kam zusatzlich zu Tofacitinib und DMSO ESAT-6 + CFP-10 (A)
sowie LAM Mtb (B) hinzu, um die Genexpression von S100A7 unter diesen Gegebenheiten zu testen. Auch hier
wurde die Genexpression mittels gPCR gemessen und ist ebenfalls als Mittelwert + SEM relativ zur Genexpression
von 18s dargestellt.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Keratinozyten, zeigen HFLS in Abb. 17 keine
signifikante Steigerung der Genexpression von S100A7 durch IL-17 oder IL-22. Zusatz-
lich dazu ist auch keine signifikante Absenkung der Expression durch den Zusatz von
Tofacitinib zu erkennen.
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Abb. 17: Tofacitinib hat keinen Effekt auf die Expression von $100A7 in HFLS nach Stimulation mit auf IL-17
und IL-22

Analog zu Abb. 16 wurden HFLS stimuliert. Diesmal kam zuséatzlich zu Tofacitinib und DMSO IL-22 (B) und IL-17 (A)
hinzu, um die Genexpression von S100A7 unter diesen Gegebenheiten zu testen. Auch hier wurde die Genexpressi-
on mittels gPCR gemessen und ist ebenfalls als Mittelwert + SEM relativ zur Genexpression von 18s dargestellt.
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Auch bei den HFLS wurden zusatzlich zu S100A7 noch andere AMPs getestet. In An-
betracht der in Tabelle 17 zusammengefassten Ergebnisse scheinen die Synoviozyten
wenig responsiv gegenuber bakteriellen Stimuli zu sein. Lediglich die Gabe von LPS

I6ste eine signifikante Erhdhung der Expression von LL37 aus.

Stimulanzien Antimikrobielle Peptide
S100A8 (S100A9 |DEFB4 |LL37

Tofa 600 ns ns ns ns
Tofa 100 ns ns ns ns
LPS ns ns ns *
LTA ns ns ns ns
IL-17 ns ns ns ns
IL-22 ns ns ns ns
LAM Mtb ns ns ns ns
ESAT-6+ CFP-10 |ns ns ns ns
IFN gamma ns ns ns ns
IL-29 ns ns ns ns

Tabelle 17: Genexpression antimikrobieller Peptide in HFLS
Neben S100A7 wurden noch S100A8, S100A9, DEFB4 (HBD2) und LL37 getestet. Tabellarisch dargestellt ist, ob es

jeweils eine signifikante Veranderung der Genexpression der einzelnen AMPs im Gegensatz zur Mediumkontrolle
gibt. ,ns* steht hierbei flr ,nicht signifikant*. Signifikante Unterschiede wurden wie folgt dargestellt: p-Wert < 0,05
entspricht *, p-Wert < 0,01 entspricht ** und ein p-Wert < 0,001 entspricht ***,
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3.3 Expressionanalysen antiviraler Peptide

Analog zur Testung der Gene der antimikrobiellen Peptide wurden auch die Gene der
antiviralen Peptide auf ihre Expression unter Zusatz von Tofacitinib und diversen vira-
len Stimulanzien getestet. Beispielhaft ist hier im Folgenden die Expression von ISG15

in Abhangigkeit von verschiedenen Zusatzen gezeigt.

3.3.1 Expressionanalysen antiviraler Peptide in Keratinozyten
Zunachst wurden die Effekte von Tofacitinib auf die Genexpression von AVPs in

Keratinozyten untersucht.

Abb. 18A zeigt zunachst den Effekt, den Tofacitinib in einer Konzentration von 600 nM
auf die Keratinozyten hat. Es ist eindriicklich zu erkennen, dass 600 nM Tofacitinib die
Expression des Gens ISG15 soweit hemmt, dass sich im Vergleich zur
Mediumkontrolle eine Signifikanz von P < 0,01 ergibt. Auch 100 nM Tofacitinib senkt
die Genexpression tendenziell, aber nicht signifikant ab. Abb. 18B zeigt erwartungs-
gemal, dass eine Zugabe von IFN-y eine deutliche Steigerung der ISG15-Expression
zur Folge hat. Es liegt zwar keine signifikante Steigerung vor, allerdings gilt ein p-Wert
von 0,07 als Trend zur Signifikanz. Diese Expression wird bei einer zusatzlichen Gabe
von Tofacitinib in einer Konzentration von 600 nM signifikant gehemmt und entspricht
fast der Expression in der Mediumkontrolle. Entsprechend hemmt 600 nM Tofacitinib
die IFN-y-induzierte ISG15-Expression zu nahezu 100 %. In Abb. 18C lassen sich die
Auswirkungen von Tofacitinib in Gegenwart von IL-29 beurteilen. Mit einer Signifikanz
von P =<0,001 im Gegensatz zur unbehandelten Mediumkontrolle ist eindrucksvoll
veranschaulicht, wie stark IL-29 die Expression von ISG15 in Keratinozyten stimuliert.
Die Hemmung der Effekte des IL-29 auf ISG15 mit Tofacitinib in einer Konzentration
von 600 nM ist zwar nicht signifikant, es lasst sich jedoch ein Trend erkennnen. Diese
Ergebnisse zeigen, dass Tofacitinib einen Effekt auf die Stimulation des AVP ISG15
hat.
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Abb. 18: Tofacitinib inhibiert die Expression von ISG15 in Keratinozyten nach Stimulation mit IFN-y und IL-
29
Keratinozyten (n= 6) wurden erst 60 min lang mit Tofacitinib und DMSO (A), dann insgesamt 24 h lang mit den zu-

satzlichen Stimulanzien IFN-y (B) und IL-29 (C) versetzt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen mit Medium und
als Negativkontrolle DMSO. Zusatzlich wurde Tofacitinib in einer Konzentration von 600 nM und 100 nM mit getestet.
Auf der X-Achse sind die jeweiligen Stimulanzien aufgezeigt, wahrend die Y-Achse die Genexpression von ISG15 in
relativen Einheiten in Abhangigkeit von den jeweiligen Faktoren zeigt. Die Genexpression wurde mittels gPCR ge-
messen und ist dargestellt als Mittelwert + SEM relativ zur Genexpression von 18S (* entspricht P < 0,05, ** ent-
spricht P < 0,01, *** entspricht P <.0,001).

AnschlieRend wurden Keratinozyten mit Varizella zoster Virus Impfstoff (VZV vaccine)
sowie mit zwei unterschiedlichen Peptiden des Virus (VZV gE und VZV |IE63) inkubiert.
Abb. 19 zeigt, wie Keratinozyten auf verschieden Stimulanzien des VZV reagieren. In
Abb. 19A sind abermals die Kontrollen dargestellt, wobei ersichtlich ist, dass die Se-
zernierung von ISG15 in Keratinozyten wie gehabt durch Tofacitinib herabgesetzt wird.
In Abb. 19B dagegen ist keine Steigerung der Expression nach Zugabe des VZV Impf-
stoffs zu erkennen. Dementsprechend kann auch kein hemmender Effekt durch
Tofacitinib ausgeldst werden. Gleiches gilt auch fir Abb. 19C und D. Hier wird zum

einen dargestellt, wie die Zellen auf eine Zugabe von VZV gE (C) reagieren und zum
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anderen, was eine Zugabe von VZV |E 63 zur Folge hat. Die Ergebnisse zeigen, dass
hier, wie schon beim VZV Impfstoff, keine Steigerung der Expression von ISG15 resul-

tiert und so auch keine signifikante Hemmung der Wirkung durch Tofacitinib zu ver-

merken ist.
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Abb. 19: Tofacitinib hat keinen Effekt auf die Expression des ISG15 in Keratinozyten nach Stimulation mit

Varizella assoziierten Antigenen
Keratinozyten (n= 4) wurden erst 60 min lang mit Tofacitinib und DMSO (A), dann insgesamt 24 h lang mit den zu-

satzlichen Stimulanzien VZV vaccine (B), VZV gE (C) und VZV |E 63 (D) versetzt. Als Kontrolle dienten unbehandel-
te Zellen mit Medium und als Negativkontrolle DMSO. Zusétzlich wurde Tofacitinib in einer Konzentration von
600 nM und 100 nM mit getestet. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Stimulanzien aufgezeigt, wahrend die Y-Achse
die Genexpression von ISG15 in relativen Einheiten in Abhéngigkeit von den jeweiligen Faktoren zeigt. Die Genex-
pression wurde mittels qPCR gemessen und ist dargestellt als Mittelwert + SEM relativ zur Genexpression von 18s.
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Neben ISG15 sind zusatzlich auch andere AVPs getestet worden. Die Ergebnisse ah-
neln den Erkenntnissen, die die grafischen Darstellungen mit ISG15 zeigen und sind in
Tabelle 18 dargestellt. Tofacitinib hemmt die Grundexpression von MX1, OASL und
insbesondere OAS2 signifikant.

Stimulanzien Antivirale Peptide
MX1 OASL OAS2 IL29

Tofa 600 * * e ns
Tofa 100 ns ns ns ns
LPS ns ns ns ns
LTA ns ns ns ns
IL-17 ns ns ns ns
IL-22 ns ns ns ns
LAM Mtb ns ns ns ns
ESAT-6+ CFP-10 |ns ns ns ns
IFN gamma * * ns *
IL-29 * il ns ns

Tabelle 18: Genexpression antiviraler Peptide in Keratinozyten
Neben 1SG15 wurden ebenfalls MX1, OAS2, OASL und IL-29 getestet. Es wurde (berprift, ob es Unterschiede in

der Genexpression des jeweiligen Gens unter Zugabe der einzelnen Stimulanzien im Gegensatz zur
Mediumkontrolle gibt. ,ns* bedeutet hierbei ,nicht signifikant* (* entspricht P < 0,05, ** entspricht P < 0,01, *** ent-
spricht P <.0,001) .

Im Gegensatz zu den antimikrobiellen Genen, lassen sich bezuglich der antiviralen
Abwehr deutliche Effekte des Medikaments Tofacitinib auf die Genexpression in

Keratinozyten beobachten.

3.3.2 Expressionsanalysen antiviraler Peptide in Synoviozyten

Nach den Keratinozyten wurden nun HFLS auf ihre Genexpression von antiviralen
Peptiden in Gegenwart von Tofacitinib untersucht. Die Expression von ISG15 unter
Zugabe von Tofacitinib ist in Abb. 20 dargestellt. Abb. 20A zeigt, dass Tofacitinib allein
keinen Effekt auf die Grundexpression des ISG15 hat, wahrend Abb. 20B einen deutli-
chen Anstieg der Genexpression durch IFN-y erkennen lasst. Im Vergleich zur
Mediumkontrolle I&sst sich dieser Anstieg mit einer Signifikanz von P <0.01 (darge-
stellt mit zwei Sternen) bewerten. Eine zusatzliche Gabe von Tofacitinib hemmt die
Expression nicht signifikant, kann sie aber dennoch deutlich reduzieren. Abb. 20C zeigt
schliellich eine signifikante Induktion von ISG15 durch IL-29, welche im Vergleich zur
Mediumkontrolle ein Signifikanzniveau von P < 0.01 aufweist. Hier ist allerdings auch

eine signifikante Hemmung durch Tofacitinib, sowohl in einer Konzentration von
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600 nM, als auch in einer Konzentration von 100 nM, im Gegensatz zur Kontrolle zu

erkennen.
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Abb. 20: Tofacitinib inhibiert die IFN-y und IL-29 abhangige Expression von ISG-15 in HFLS
HFLS (n=5) wurden zunéchst 60 min lang mit Tofacitinib und DMSO (A), dann insgesamt 24 h lang mit den zusatzli-

chen Stimulanzien IFN-y (B) und IL-29 (C) versetzt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen mit Medium und als
Negativkontrolle DMSO. Zusétzlich wurde Tofacitinib in einer Konzentration von 600 nM und 100 nM mit getestet.
Auf der X-Achse sind die jeweiligen Stimulanzien aufgezeigt, wahrend die Y-Achse die Genexpression von ISG15 in
relativen Einheiten in Abhangigkeit von den jeweiligen Faktoren zeigt. Die Genexpression wurde mittels gPCR ge-
messen und ist dargestellt als Mittelwert + SEM relativ zur Genexpression von 18s (* entspricht P < 0,05, ** ent-
spricht P < 0,01).
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Wie zuvor wurden auch hier zusatzlich andere AVPs getestet, welche in Tabelle 19

dargestellt sind.

Stimulanzien Antivirale Peptide
MX1 OASL OAS2 IL29

Tofa 600 ns ns ns ns
Tofa 100 ns ns ns ns
LPS i ns o ns
LTA ns ns ns ns
IL-17 ns ns ns ns
IL-22 ns ns ns ns
LAM Mtb ns ns ns ns
ESAT-6+ CFP-10 |ns ns ns ns
IFN gamma * ns rE ns
IL-29 ** ns i ns

Tabelle 19: Genexpression antiviraler Peptide in HFLS
Neben 1SG15 wurden ebenfalls MX1, OAS2, OASL und IL-29 getestet. Es wurde (berprift, ob es Unterschiede in

der Genexpression des jeweiligen Gens unter Zugabe der einzelnen Stimulanzien im Gegensatz zur
Mediumkontrolle gibt. ,ns* bedeutet hierbei ,nicht signifikant* (** entspricht P < 0,01, *** entspricht P <.0,001).

Ahnlich wie bei den Keratinozyten lassen sich auch bei den HFLS hemmende Effekte
des Medikaments Tofacitinib in Bezug auf die Expression von ISG15 ausmachen. Die
Grundexpressionen von den getesteten antiviralen Peptiden werden in HFLS durch
Gegenwart von Tofacitinib nicht beeinflusst.
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3.4 Einfluss des Tofacitinibs auf die T-Zell-Differenzierung, Aktivie-
rung und Interaktion mit strukturellen Zellen

3.41 T-Zell-Differenzierung unter Tofacitinib

Wie in Kapitel 2.3.3, 2.5, 2.6 und 2.7 beschrieben, wurden T-Zellen hinsichtlich ihrer
Genexpression unter Zugabe von Tofacitinib analysiert. So sollte die Rolle der
JAK-Inhibition auf die T-Zell Differenzierung beleuchtet werden. Genauer gesagt sollte
gezeigt werden, ob die TH17-Zell Differenzierung in Anwesenheit von Tofacitinib zu

einem klassischen oder pathogenen Phanotyp fuhrt.

Naive CD4+ T-Zellen wurden mithilfe von IL-6, IL-23, TGF-, anti-IL-4 und anti-IFN-y in
TH17-Richtung polarisiert. Dies fand in Gegenwart oder Abwesenheit von Tofacitinib
statt, um dessen Effekte auf die Differenzierung zu untersuchen. Die Genexpression
sowie die Proteine wurden an Tag sieben der Zellkultur analysiert. Abb. 21A zeigt die
Genexpression von IFN-y, die nur durch eine Zugabe von 100 nM Tofacitinib ansteigt.
Abb. 21B zeigt die Ergebnisse fur IL-26. Hier lasst sich eine leichte Steigerung der Ex-
pression ablesen, es zeigt sich aber keine Signifikanz. Abb. 21C stellt die Expression
von IL-22 dar, wobei durch Tofacitinib keine Anderung der Expression zu beobachten
ist. In Abb. 21D ist die Expression des Transkriptionsfaktors GATA3 dargestellt. Diese
Ergebnisse dienen zur Kontrolle, da GATAS3 ein Transkriptionsfaktor fur TH2-Zellen ist.
Es zeigt sich wie erwartet kein Effekt durch Tofacitinib. Mit Tbet ist in Abb. 21E ein
Transkriptionsfaktor dargestellt, der flr pathogene TH17-Zellen charakteristisch ist. Es
zeigt sich nur eine leichte Steigerung der Expression durch Tofacitinib in einer Kon-
zentration von 600 nM. Es zeigte sich, dass Tofacitinib in beiden getesteten Konzentra-
tionen (600 nM und 100 nM) RORc, einen Transkriptionsfaktor fur klassische
TH17-Zellen, leicht hochreguliert (Abb. 22F).
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Abb. 21: Tofacitinib zeigt geringe Effekte auf die Genexpression in T-Zellen
Naive CD4+ T-Zellen (n= 7) wurden mit DMSO und Tofacitinib behandelt, um die Genexpression verschiedener

Substanzen zu testen. Hierflr wurden die Zytokine IFN-y (A), IL-26 (B) und IL-22 (C), sowie die Transkriptionsfakto-
ren GATA3 (D), Thet (E) und RORc (F) bewertet. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Stimulanzien aufgezeigt, wah-
rend die Y-Achse die Genexpression in relativen Einheiten in Abhangigkeit von den jeweiligen Faktoren zeigt. Die
Genexpression wurde mittels gPCR gemessen und ist dargestellt als Mittelwert £ SEM relativ zur Genexpression

von 18s.

Abb. 22 zeigt die Ergebnisse der Proteinexpression. Abb. 22A zeigt einen Trend zur
Hochregulation von IL-17 in CD4+ T-Zellen. Die Resultate fur IL-26+ CD4+ T-Zellen in
Abb. 22B sind gegenteilig. Hier liegt ein signifikantes Ergebnis vor, welches besagt,
dass die Zugabe von Tofacitinib in beiden Konzentrationen die Entstehung IL-26+

CD4+ T-Zellen deutlich hemmt.
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Abb. 22: Tofacitinib erhoht den Anteil von IL-17+ und reduziert den Anteil IL-26+ CD4+ T-Zellen

Im Rahmen der Durchflusszytometrie wurde analysiert, inwiefern Tofacitinib (600 nM bzw. 100 nM) den Anteil der IL-
17+ (A) bzw. IL-26+ CD4+ T-Zellen (B) beeinflufit. Hierfiir wurden naive T-Zellen in Richtung TH17-Zellen polarisiert
(n=9) und mit Tofacitinib stimuliert. Dargestellt sind die Ergebnisse der Durchflusszytometrie als fold change ausge-
wertet (* entspricht P < 0,05).

3.4.2 Aktivierung Antigen-spezifischer T-Zellen unter Tofacitinib

Da auch eine verminderte Zellaktivierung zu einer erhdhten Infektionsrate fuhren kénn-
te, wurde die Auswirkung von Tofacitinib auf die Aktivierung von Lymphozyten, hier
CD3+ T-Zellen, anhand des Oberflachenmolekils CD69 untersucht. Abb. 23 zeigt die
Ergebnisse des Lymphozytenaktivierungstest (LAT) nach der entsprechenden
Durchflusszytometrie-Auswertung. Abb. 23A zeigt zunachst die Kontrollen an. Es ist zu
erkennen, dass in der unbehandelten Kontrolle nur ein sehr geringer Prozentsatz
(ca. 2%) der PBMCs zu den aktivierten CD69+ CD3+ T-Zellen zahlen. Gleiches gilt
unter Zugabe von DMSO und Tofacitinib in beiden Konzentrationen. Die Positivkontrol-
le a-CD2/CD2R flhrt zu einer Aktivierung von 30 % der Zellen. Zudem liegt eine signi-
fikante Hemmung durch Tofacitinib in einer Konzentration von 0,6 uM im Vergleich vor
(Abb. 23B). Abb. 23C zeigt die Effekte des LPS auf selbige Zellen. Ahnlich wie
CD2/CD2R induziert auch LPS eine signifikante Erhéhung des prozentualen Anteils
der CD69+ CD3+ T-Zellen. Auch hier wirkt Tofacitinib (0,6 uM) zu einer signifikanten
Aktivierungshemmung. Da in klinischen Studien ein erhohtes Auftreten von Zoster-
Infektionen unter Tofacitinib zu beobachten war, lag unser groRtes Augenmerk auf der
T-Zell-Stimulation mit VZV-Antigenen (VZV gE). Auch hier zeigt sich eine signifikante
Inhibition der VZV gE-induzierten Aktivierung (Abb. 23D, Darstellung als Anderungsfak-

tor)
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Abb. 23: Tofacitinib hemmt die T-Zell-Aktivierung

PBMCs (n= 10) wurden mit Hilfe des Lymphozytenaktivierungstests unter Zugabe verschiedener Stimulanzien getes-
tet. Der Anteil der CD69+ CD3+ T-Zellen sollte hierbei untersucht werden. Zusétzlich wurde Tofacitinib in zwei ver-
schiedenen Konzentrationen (0,6 uM und 0,1 pM) hinzugefigt, um die Auswirkungen analysieren zu kdnnen.
0-CD2/CD2R (A) dient als Kontrolle fiir eine positive Stimulation. Auch diese Kontrolle wurde mit Tofacitinib behan-
delt (B). Die ubrigen Grafiken zeigen zum einen die Auswirkungen von LPS (C) und zum anderen den Effekt von
VZV gE (D) auf den Anteil an CD69+ CD3+ T-Zellen. Die X-Achse zeigt hierbei die verschiedenen Bedingungen an,
wahrend auf der Y-Achse entweder der Anteil der Zellen in % oder bei Abb. 23D der Anderungsfaktor abhéngig von
der jeweiligen Bedingung zu erkennen ist. Die Daten wurden mittels Durchflusszytometrie gewonnen (* entspricht P
< 0,05, ** entspricht P < 0,01, *** entspricht P <.0,001).

Im Gegensatz zur Varizella-Antigen-induzierten scheint die antimykobakterielle
T-Zellantwort nicht signifikant beeintrachtigt. Mittels eines Quantiferon-Assays (Abb.
24) untersuchten wir, inwiefern die IFN-y Antwort in Patienten mit latenter Tbc-Infektion
durch Zugabe von Tofacitinib verandert werden kann. Die IFN-y Antwort wurde unter
Zugabe von Tofacitinib in einer Konzentration von 600 nM gemessen. Die IFN-y Ant-

wort im TB1 Rohrchen ist mit und ohne Zusatz von Tofacitinib identisch. Generell ist
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die IFN-y Antwort im TB2 Rohrchen hoher als im TB1 Rdéhrchen. Die Zugabe von
Tofacitinib hat keinen negativen Effekt auf die IFN-y Antwort bei Patienten mit latenter

Tbc in vitro.

Abb. 24: IFN-y Sekretion (QuantiFERON® Assay) in Proben von Patienten mit latenter Tuberkulose

Funf Blutproben von Patienten mit latenter The (n= 5) wurden mit Hilfe des IGRAs (QuantiFERON® Assay) analy-
siert. Die X-Achse zeigt die Stimulationsbedingungen, wahrend die Y-Achse die IFN-y Antwort in Abhéngigkeit davon
in internationaler Einheit (IE) angibt.

3.4.3 Einfluss des Tofacitinibs auf die Interaktion von T-Zellen mit strukturellen
Zellen

Da Tofacitinib nicht nur die Differenzierung beeinflusst, sondern auch die Aktivierung
von T-Zellen hemmt, stellte sich die Frage, inwieweit sich die T-Zell induzierte Expres-
sion antiviraler bzw. antimikrobieller Peptide durch strukturelle Zellen unter Tofacitinib
andert. Hierzu wurden Keratinozyten und HFLS jeweils mit Uberstanden aus T-

Zellkulturen stimuliert. Anschlieend folgten Genexpressionsanalysen.

Die Stimulationen der Keratinozyten mit T-Zell Uberstanden zeigen folgende Ergebnis-
se: Abb. 25A zeigt die Ergebnisse fur S100A7. Im Gegensatz zur Kontrolle ist ein
Trend zum Expressionsanstieg des S100A7 in Keratinozyten zu erkennen, welche mit
Uberstanden von T-Zellen behandelt wurden denen zuvor Tofacitinib hinzugefigt wur-
de. Auch Abb. 25B zeigt fur LL37 eine leichte Zunahme der Expression unter Zusatz
von Tofacitinib. Abb. 25C veranschaulicht die Expression von MX1. Diese wird durch

die Zugabe von Tofacitinib (auf die T-Zellen, deren Uberstéande verwendet wurden) in
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einer Konzentration von 600 nM gehemmt, wahrend 100 nM Tofacitinib keinen Effekt
zu haben scheint. Schlielich stellt Abb. 25D die Ergebnisse fiur ISG15 dar. Hier ist
keine Hemmung durch die Uberstande Tofacitinib behandelter T-Zellen zu erkennen,
die Genexpression des AVPs nimmt durch die vorherige Zugabe von Tofacitinib

100 nM sogar leicht zu.
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Abb. 25: Tofacitinib behandelte T-Zellkulturiiberstande haben keine signifikanten Effekte auf Keratinozyten
Keratinozyten (n=9) wurden mit T-Zell Uberstanden aus 9 verschiedenen T-Zell-Donoren stimuliert, um die Expressi-

on von AMPs und AVPs nach Zugabe von Tofacitinib zu Uberprifen. Hierflir wurden S100A7 (A), LL37 (B), MX1 (C)
und ISG15 (D) ausgewahlt. Eine unbehandelte Kontrolle sowie DMSO wurden im Gegensatz zu Tofacitinib in zwei
verschiedenen Konzentrationen (600 nM und 100 nM) dberpriift. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Stimulanzien
aufgezeigt, wahrend die Y-Achse die Genexpression in relativen Einheiten abhéngig von den jeweiligen Faktoren
zeigt. Die Genexpression wurde mittels qPCR gemessen und ist dargestellt als Mittelwert + SEM relativ zur Genex-
pression von 18s.
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Die HFLS wurden gleichermalen stimuliert, wie zuvor fur Keratinozyten beschrieben.

Abb. 26A zeigt die Expression von S100A7 in HFLS. Die Grundexpression ist mit ei-
nem Wert von knapp unter 0,2 RE sehr gering, wird jedoch durch Uberstande von
Tofacitinib behandelten T-Zellen in beiden Konzentrationen noch weiter gehemmt. Abb.
26B lassen sich ahnliche Ergebnisse fir LL37 entnehmen. Die Genexpression der un-
behandelten Zellen ist mit einem Wert etwas uber 0,01 RE noch geringer, wird jedoch
genau wie S100A7 durch Behandlung mit Uberstanden von mit Tofacitinib behandelten
T-Zellen in beiden Konzentrationen noch weiter herabgesetzt. Deutlicher zeigen sich
diese Ergebnisse fur AVPs. Abb. 26C zeigt die Genexpression von MX1 in un-
behandelten Zellen. Nach einer Zugabe von T-Zell Uberstéanden, deren T-Zellen zuvor
mit Tofacitinib in einer Konzentration von 600 nM oder 100 nM behandelt wurden, sinkt
diese rapide ab. Wahrend die unbehandelten Zellen eine Expression von ca. 130 RE
zeigen, ergibt sich nach Zugabe von Tofacitinib je nach Konzentration ein Wert von ca.
10-25 RE. Es liegt zwar keine Signifikanz vor, es lasst sich aber ein Trend feststellen,
der zeigt, dass die Uberstéande der Tofacitinib behandelten T-Zellen die Genexpression
von MX1 in HFLS deutlich inhibieren. Aus Abb. 26D lassen sich ahnliche Ergebnisse
fur ISG15 ableiten. Die Genexpression von ISG15 in HFLS wird durch zuvor mit
Tofacitinib behandelte T-Zell Uberstéande in beiden Konzentrationen ca. um die Halfte

vermindert.
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Abb. 26: Tofacitinib behandelte T-Zellkulturiiberstande zeigen einen Effekt auf HFLS

HFLS (n=9) wurden mit T-Zelliberstanden aus 9 verschiedenen T-Zell-Donoren stimuliert, um die Expression von
AMPs und AVPs nach Zugabe von Tofacitinib zu Uberprifen. Hierfiir wurden S100A7 (A), LL37 (B), MX1 (C) und
ISG15 (D) ausgewéhlt. Eine unbehandelte Kontrolle sowie DMSO wurden im Gegensatz zu Tofacitinib in zwei ver-
schiedenen Konzentrationen (600 nM und 100 nM) Gberprift. Darstellung der Achsen analog zu Abb.25.
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4 Diskussion

4.1 Die Hemmung des JAK/STAT Signalwegs beeinflusst die Se-
zernierung von AVPs durch Keratinozyten und HFLS

In der vorliegenden Arbeit werden die Effekte einer JAK/STAT Hemmung durch das
Medikament Tofacitinib beleuchtet. Hierbei war das primare Ziel herauszufinden, inwie-
fern eine Hemmung dieses Signalwegs die Sezernierung von AMPs und AVPs durch
Keratinozyten und HFLS beeinflusst.

Um in die Genregulation der Zelle einzugreifen, nutzt IFN-y den JAK/STAT Signalweg
[96]. Hierflr bindet das Interferon an den Typ Il Zytokinrezeptor in der Zellmembran
von Keratinozyten, um so die Kaskade bis zum Eingriff in die Transkription zu starten
[97]. Im Anschluss kénnen so AVPs hergestellt und ausgeschuttet werden, die einen
Virus beispielsweise am Eintritt in die Zielzelle hindern kénnen [98]. Es konnte gezeigt
werden, dass nicht nur IFN-y, sondern auch das primar von TH17-Zellen sezernierte
IL-29 die Produktion von AVPs in Keratinozyten induziert [21]. Ob IL-29 auch in der
Lage ist, die Produktion von AVPs in HFLS zu induzieren, war bislang noch uner-
forscht. Betrachtet man jedoch die Ergebnisse dieser Arbeit, l1asst sich erkennen, dass
sowohl eine Stimulation mit IFN-y, als auch mit IL-29 eine signifikante Ausschuttung
von ISG-15 in HFLS (Abb.20) hervorrufen. Dies lasst vermuten, dass sich die Mecha-
nismen in Keratinozyten der Haut auch auf die HFLS des Gelenks Ubertragen lassen.
Die Ergebnisse von Wang et al. [99] zeigten bereits 2012, dass IL-29 in Geweben von
Patienten mit RA vermehrt sezerniert wird und dazu fuhrt, dass HFLS zunehmend IL-6
und IL-8 sezernieren. Eine vermehrte Sezernierung von IL-17, die zur Expression von
AMPs flihren konnte, konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [99] und es liegen
auch keine Ergebnisse vor, die eine direkte Aktivierung von AVPs in HFLS durch IL-29

bestatigen.

Im Umkehrschluss ergibt sich hierbei die Arbeitshypothese, die besagt, dass eine
Hemmung des JAK/STAT Signalweges demnach verhindert, dass TH17-Zell Zytokine
auf Keratinozyten und HFLS wirken kdnnen. Die Signaltransduktion entfallt und es
werden keine AMPs bzw. AVPs ausgeschittet. Gestltzt wird die Hypothese durch Be-
obachtungen, die vermehrt virale Infektionen bei Patienten unter JAK Inhibition aufzei-
gen [73].

Papp et al. [73] zeigten in ihren Untersuchungen, dass die kurzzeitige, aber vor allem

die langzeitige Exposition mit Tofacitinib zu diversen Infektionen fuhrt. Zu den vier hdu-
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figsten Nebenwirkungen zahlt mit 3,9% bei einer Langzeiteinnahme von 10mg taglich
auch der Herpes Zoster. Anzumerken ist, dass Patienten mit latenter oder aktiver
mykobakterieller Infektion von der Studie ausgeschlossen wurden. Die Nasopharyngitis
war hier mit 18,9% die haufigste Nebenwirkung, auf die im Folgenden naher eingegan-
gen wird [73].

In den durchgeflhrten Experimenten an Keratinozyten und HFLS konnte gezeigt wer-
den, dass der JAK-Inhibitor Tofacitinib einen hemmenden Effekt auf die Ausschittung
von AVPs in den genannten Zelltypen hat. Die durch IFN-y implizierte Ausschuttung
von ISG-15 wird durch die Zugabe von Tofacitinib in Keratinozyten signifikant ge-
hemmt. Bei HFLS zeigt sich hier ein starker Trend, jedoch keine Signifikanz. Auch bei
Stimulation mit IL-29 zeigen die Ergebnisse einen groRen Effekt des Medikaments auf
die verschiedenen Zellarten. Wahrend Tofacitinib die Expression von ISG-15 in HFLS
signifikant hemmt, zeigt sich hier in Keratinozyten nur ein starker Trend. Dies deckt

sich mit der Arbeitshypothese.

Aus den genannten Ergebnissen erklart sich, wieso Patienten unter JAK-Inhibition im
Vergleich zu Placebo vermehrt an viralen Infektionen leiden [100]. Die Erkenntnisse
werden unter anderem von Krueger et al. [101] unterstltzt, die beobachteten, dass
Tofacitinib einen direkten Effekt auf den JAK/STAT Signalweg in Keratinozyten hat und

dieser deutlich gehemmt wird [101].

Des Weiteren wurden noch andere virale Stimuli an Keratinozyten getestet, um her-
auszufinden, ob hier ein direkter Effekt des Medikaments zu erkennen ist. Tofacitinib
hat keinen Effekt auf die Expression des ISG15 in Keratinozyten nach Stimulation mit
Varizella assoziierten Antigenen. Auch zeigen die verwendeten Stimulanzien keinen
nennenswerten Effekt in Form einer antiviralen Antwort der Zelle. Es ist bekannt, dass
Keratinozyten in direkter Umgebung infizierter Zellen auf eine Infektion durch Varizellen
mit einer vermehrten Produktion von STAT1 reagieren, um eine antivirale Antwort zu
fordern. Direkt infizierte Keratinozyten zeigten im Mausmodell jedoch eine Erhéhung
von STAT3 und damit eine Ausschittung von Survivin, welches die Apoptose der be-
troffenen Zelle verhindert und die Immunantwort bestehend aus einer STAT1 Erhéhung
und Ausschittung von Interferonen unterdriickt [102]. Es ware also mdglich, dass die
Antigene des VzV keine Effekte auf Keratinozyten zeigen, da direkt betroffene Zellen
keine entsprechende Immunantwort geben kénnen und diese dementsprechend auch

nicht zu hemmen ist.
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Grundlage der Versuche war es herauszufinden, ob Keratinozyten unter JAK-Inhibition

eine geringere antivirale Immunantwort aufweisen und so eine Infektion begtnstigt ist.

Die Arbeitshypothese umfasste neben den diskutierten antiviralen Effekten auch zu-
satzlich die Wirkung einer JAK-Inhibition auf die Sezernierung von antimikrobiellen
Peptiden (AMPs) durch Keratinozyten und HFLS. Wie bereits erwahnt treten vermehrt
Infektionen als Nebenwirkung einer Therapie mit Tofacitinib auf [103], weshalb es na-

heliegend ist, eine JAK-Inhibition in Keratinozyten als Begriindung zu sehen.

IL-22 und IL-17 sind als TH17-Zell Zytokine daflr bekannt, dass sie in Keratinozyten
die Produktion von AMPs wie HBD2 und den S100 Proteinen induzieren [104]. Es ist
aufllerdem bekannt, dass IL-22 und IL-26 Gber Typ Il Zytokinrezeptoren und dement-
sprechend Uber JAKs auf die Zielzelle wirken [24]. In der Literatur gibt es jedoch weni-
ge Angaben dazu, wie genau mikrobielle Stimuli wie LPS und LTA auf die Zielzelle
wirken und wie genau der Anreiz zur Produktion von AMPs vermittelt wird. Die hier
gezeigten Resultate lassen nur Trends in Bezug auf die Hemmung der antimikrobiellen
Immunantwort von Keratinozyten unter Tofacitinib erkennen. Die Ergebnisse von
Srivastava et al. [105] zeigten mit Signifikanz, dass IL-22 in Keratinozyten die Produkti-
on von S100A8 und A9 fordert. Diese Erkenntnisse decken sich auch mit den Erkennt-
nissen dieser Arbeit. Die 2018 verdffentlichten Ergebnisse zeigen jedoch auch eine
signifikante Hemmung dieser Expression durch Tofacitinib, wobei die in dieser Arbeit

aufgezeigten Resultate nur einem Trend entsprechen [105].

Wieso die Ergebnisse der beiden Arbeiten nicht ahnlicher sind, kann vielerlei Griinde
haben. Zum einen wurden die Keratinozyten in den Experimenten von Srivastava et al.
aus Stanzbiopsien entnommen, wohingegen unsere Keratinozyten aus Vorhaut ge-
wonnen wurden. Zum anderen kann es auch sein, dass eine alleinige Einwirkdauer des
Medikaments auf den Keratinozyten von 60 min zu kurz ist und eine langere Inkubati-
onszeit hier vorteilhafter gewesen ware. In jedem Fall ist eine Hemmung der AMPs
durch Tofacitinib eine mogliche Erklarung fur bakterielle Infektion unter Therapie mit
diesem Medikament. Fakt ist, dass in der erwahnten Arbeit nur IL-22 als alleiniger Sti-
mulus getestet wurde. Da der Signalweg in diesem Fall gut bekannt ist, lassen sich die

Ergebnisse und Hintergrinde hier gut nachvollziehen.

Man geht davon aus, dass LTA sowie LAM-Mtb Uber den Toll-like-Rezeptor (TLR) 2
eine antibakterielle Immunantwort auslosen und auch selbst eine vermehrte Produktion
des Rezeptors induzieren [106]. LPS binden dagegen an den TLR4 [107, 108]. Der

weitere Signalweg umfasst NF-kB, der als Transkriptionsfaktor die Produktion anti-
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mikrobieller Peptide fordert [109]. Die durch  bakterielle Antigene induzierte
Signaltransduktion, macht sich den JAK/STAT-Signalweg demnach nicht zu nutze.
Dies wirde erklaren, wieso die Ergebnisse dieser Arbeit eine deutliche Reaktion der
Keratinozyten und HFLS auf die Antigene zeigen, eine JAK-Inhibition jedoch keinen

signifikanten Einfluss auf die Produktion der AMPs hat.

Zuletzt wurden Keratinozyten und HFLS mit Uberstdnden von Tofacitinib-behandelten
T-Zellkulturen stimuliert, um zu detektieren, ob die Genexpression von AMPs bzw.
AVPs durch diese strukturellen Zellen auch indirekt beeinflusst wird. Beispielhaft wurde
hier die Expression von jeweils zwei AMPs und zwei AVPs untersucht. Die Zugabe von
Zellkulturiberstanden Tofacitinib-behandelter T-Zellen ergab bezuglich der AMPs kei-
ne Veranderung der Expression in Keratinozyten. In HFLS zeigt sich hier ein sehr ge-
ringer Effekt, der wahrscheinich keine biologische Relevanz hat. Diese Ergebnisse
decken sich mit den vorherigen Ergebnissen fur den Effekt des Medikaments auf die
Expression von AMPs. Die Testung der AVPs zeigte bei Keratinozyten keinen einheitli-
chen Effekt. Wahrend MX1 leicht gehemmt wurde, findet sich kein Effekt auf die Ex-
pression von ISG15. In HFLS sehen die Ergebnisse anders aus. Die Zugabe von Zell-
kultur Uberstanden nach Stimulation mit dem Medikament zeigt bei beiden AVPs eine
Hemmung der Expression. Zwar liegt hier ebenfalls keine Signifikanz vor, jedoch Iasst
sich ein Trend feststellen. Es lasst sich demnach diskutieren, ob die Ergebnisse fir
Keratinozyten unter anderem Umstanden denen der HFLS geglichen hatten. Eine er-
hohte n-Zahl kénnte hier eventuell Ergebnisse mit signifikanten Werten ergeben. Zu-
dem ist die Frage, ob die T-Zelliberstdnde eine langere oder kirzere Zeit ohne
Tofacitinib auf die Zellen hatten einwirken sollen. Die Trends der HFLS decken sich

jedoch mit den Ubrigen Ergebnissen.
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4.2 Der Einfluss der JAK-Inhibition auf die T-Zelldifferenzierung

Das nachste Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob das Medikament Tofacitinib
in seiner Eigenschaft als JAK-Inhibitor einen Einfluss auf die T-Zelldifferenzierung hat.

Ein spezielles Augenmerk liegt hier auf der Entwicklung der TH17-Zellen.

Die Erkenntnis, dass proinflammatorische, JAK-abhangige Zytokine wie beispielsweise
IL-6 in vielen autoimmunen Erkrankungen wie der RA erhdht sind, erklart, wieso der
JAK/STAT Signalweg ein sinnvolles Ziel in der Therapie immunvermittelter Erkrankun-
gen ist [110].

Yoshida et al. untersuchten im Mausmodell, dass in Mausen, die mit niedrig dosiertem
Tofacitinib behandelt wurden, mehr IL-17 pro kg Kérpergewicht zu detektieren war als
in Mausen, die nicht behandelt wurden. Laut ihrer Interpretation begtinstigt Tofacitinib
die Differenzierung einer T-Zelle in Richtung TH17-Zelle [111]. Wahrenddessen lassen
die Erkenntnisse von Ghoreschi et al. [112] gegensatzliches vermuten. lhre Ergebnisse
zeigen zwar ebenfalls, dass eine JAK-Inhibition Einfluss auf die Entwicklung von
TH17-Zellen hat, allerdings fanden sie heraus, dass naive T-Zellen, die im Vorhinein
mit IL-6 und IL-23 stimuliert und somit in Richtung TH17-Zelle polarisiert wurden, nach
Zugabe von Tofacitinib in ihrer Sekretion von IL-17A, IL-17F und IL-22 blockiert waren.
Der IL-23 Rezeptor betroffener Zellen war ebenfalls blockiert [112]. Dass die fir
TH17-Zellen typische Zytokine deutlich weniger sezerniert wurden, 1asst darauf schlie-
3en, dass eine Entwicklung zu diesem Zelltyp durch die JAK-Inhibition verhindert wur-
de. Es gibt demnach entgegengesetzte Hypothesen zur genauen Wirkung des Medi-

kaments auf die Differenzierung der TH17-Zellen.

Die Forscher um Ghoreschi fanden ebenfalls heraus, dass die Rolle von TGF-$ unter-
geordnet ist, wenn es um die Differenzierung zu einer TH17-Zelle geht. Ihre Erkennt-
nisse zeigten aullerdem, dass weder IL-23 noch IL-6 alleine in der Lage sind, eine IL-
17 produzierende T-Zelle zu induzieren und dass dies nur in Kombination mit IL-1(3
moglich ist [113]. Jedoch unterschieden sie hierbei nicht zwischen klassischen und
eher pathogenen TH17-Zellen. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit basieren
auf der Hypothese, dass zwei verschiedene TH17-Zelltypen existieren, wobei zwischen
einer klassischen, regulierten und einer pathogen, autoimmun wirksamen Form zu un-

terscheiden ist [16].

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass Tofacitinib durch JAK-Inhibition die Differenzie-

rung zum Vorteil des klassischen Typs beglnstigt und so die positive Auswirkung in
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Patienten mit RA teils mit erklaren kann. Diese Hypothese stlitzt sich auf die Erkennt-
nisse von Peters et al. [16], die erklaren, dass eine Inhibition des IL-23 die Entstehung
einer klassischen TH17-Zelle fordert [16]. Sie wiederum stltzen sich hierbei auf die
Ergebnisse von Hirota et al. [114], die herausfanden, dass die T-bet und IFN-y Expres-
sion einer TH17-Zelle abhangig von IL-23 ist, wo hingegen die Anwesenheit von TGF-3
die Expression inhibiert [114]. Die Arbeitsgruppe um Lee et al. [14] unterschied zwi-
schen TGF-B1 und 3 und kam wie anfangs erwahnt zu der Schlussfolgerung, dass
Th17-Zellen in der Anwesenheit von IL-23 TGF-B3 produzieren und eher pathogen
sind. Des Weiteren fanden sie heraus, dass eine klassische TH17-Zelle in Anwesen-
heit von IL-23 ebenfalls pathogen wird. AulRerdem zeigten sie auf, dass auch ohne
IL-23, namlich allein durch die Anwesenheit von IL-6 und TGF-B3, eine pathogene
TH17-Zelle entstehen kann [14]. Beide Arbeitsgruppen sind sich jedoch einig, dass es
zwei verschiedene Typen TH17-Zellen gibt, die hinsichtlich ihrer Pathogenitat und au-
toimmunen Aktivitdt zu unterscheiden sind. Uber die Entstehung einer klassischen
TH17-Zelle durch TGF-B1 und IL-6 herrscht ebenfalls Einigkeit.

Um unsere Arbeitshypothese zu beleuchten, wurde der Effekt von Tofacitinib auf die
Genexpression in T-Zellen getestet. Die Ergebnisse zeigen jedoch leider keine Signifi-
kanzen. Der Effekt auf die IFN-y Expression ist heterogen. Wahrend Tofacitinib in einer
Konzentration von 600 nM die Genexpression leicht absinken lasst, scheint die Zugabe
von 100 nM Tofacitinib die Expression des Interferons zu férdern. Der Effekt auf die
IL-22 Expression bestatigt die Hypothese ebenfalls nicht. Zudem muss gesagt werden,
dass die Expression von IL-22 mit <0,1 RE an sich schon sehr gering ist und durch die
Zugabe von Tofacitinib auch nur minimal beeinfluf3t wird. Die T-bet Genexpression wird
durch die Zugabe von Tofacitinib nur geringfligig erhdht, so dass eine biologische Re-
levanz fraglich erscheint. Die Expression des Transkriptionsfaktors GATA3 ist zwar
hoher, allerdings ist der Effekt des Medikaments auch hier kaum nennenswert. Im Ge-
gensatz dazu deckt sich aber die erhdhte Expression von RORC unter der Zugabe von
Tofacitinib mit der Hypothese, da dieses Gen, welches flir den Transkriptionsfaktor
ROR-yT codiert, vermehrt in klassischen TH17-Zellen vorhanden ist [16]. Jedoch liegt
auch hier keine Signifikanz vor. Die Ergebnisse dieses Versuchs liefern demnach kei-
nen endgultigen Beweis flr die Arbeitshypothese. Es ware eventuell vorteilhafter ge-
wesen, die T-Zellen Uber eine noch langere Zeit ihrer Differenzierung zu Uberlassen,
da sie sich zum Zeitpunkt der Medikamentenzugabe mdglicherweise noch in einem
sehr plastischen Zustand befanden. Die Zugabe von IL-23, IL-6 und IL-2 ist ebenfalls

zu diskutieren. Eine Erklarung kénnte sein, dass auch der IL-2 Rezeptor zu 90% JAK
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abhangig arbeitet [115]. Kommt das Medikament also zu frih auf die sich differenzie-
rende T-Zelle, kdnnte durch die JAK-Inhibition im IL-2 Rezeptor so ein unerwlnschter
Effekt hervorgerufen werden, indem es zu keiner TH17-Zelldifferenzierung kommt. Al-
lerdings lasst sich so eventuell auch der positive Effekt des Tofacitinibs erklaren. Wenn
der IL-2 Rezeptor zumindest teilweise gehemmt wird, sind T-Zellen in ihrer Differenzie-
rung gestort [115]. Speziell in Patienten mit RA kdnnte dies eine Verbesserung der

Symptome unter JAK-Inhibition erklaren.

Die Komplexitat des JAK/STAT-Signalweges verdeutlicht sich, wenn man bedenkt,
dass der IL-10 Rezeptor ebenfalls ein Typ Il Zytokin Rezeptor ist. Genau wie auch
IFN-y wird nach der Bindung an den Rezeptor der JAK/STAT-Signalweg zur
Signaltransduktion verwendet [116]. Trotz dieser Gemeinsamkeiten ist die Wirkung der
Zytokine gegensatzlich. Wahrend IFN-y primar von TH1- und vermeintlich autoimmun
wirksamen TH17-Zellen sezerniert wird und fir seine proinflammatorische, antivirale
Funktion bekannt ist, wird IL-10 als das primare Interleukin der Treg-Zellen eingestuft
und inhibiert die Produktion von IFN-y [117]. Zudem geht man davon aus, dass eine
hdéhere Konzentration von IL-10 in TH17-Zellen den klassischen Typ in der Differenzie-
rung fordert. Auch in diesem Fall wirde eine zu frihe Hinzugabe des Tofacitinibs auf

die in Differenzierung befindlichen T-Zellen womdglich die Ergebnisse verfalschen.

Die T-Zellen wurden jedoch auch einer durchflusszytometrischen Analyse unterzogen.
Im Gegensatz zur den nicht signifikanten Ergebnissen der Expressionsanalysen der
Transkriptionsfaktoren zeigen diese Ergebnisse eindrucksvoll, dass Tofacitinib einen
Einfluss auf den Anteil an der Ausbildung unterschiedlicher TH17-Zellpopulationen,
namlich IL-17+ CD4+ T-Zellen und IL26+ CD4+ T-Zellen, hat. Eine Zugabe des Medi-
kaments auf die T-Zellen ergab fur IL-17+ CD4+ T-Zellen eine vermehrte Zellzahl mit
einem Anderungsfaktor von 2-2,6, je nach Konzentration. Gegensétzliches ergab sich
fur den Anteil der IL-26+ CD4+ T-Zellen an der Gesamtzellzahl. Tofacitinib hemmt die
Entstehung dieses Zelltyps signifikant. Wenn man davon ausgeht, dass IL-17 haupt-
sachlich von klassischen TH17-Zellen produziert wird, was den Schlussfolgerungen
von Peters et al. entspricht [16], wiirde dies bedeuten, dass Tofacitinib die Auspragung
des klassischen Zelltyps fordert. IL-26 dagegen gehdrt wie IL-22 zur IL-10
Zytokin-Familie [118]. IL-26 ist ein Protein mit antimikrobiellen Eigenschaften und totet
beispielsweise E.coli oder S.aureus ab, indem es die Integritat der bakteriellen Memb-
ran stort [22]. Es lasst sich also sagen, dass es sich bei IL-26 um ein antimikrobielles
Protein handelt, dass aber auch autoimmune Entziindungsprozesse unterstlitzen kann

[22]. Neuste Erkenntnisse von Weiss et al. zeigten zudem, dass IL-1B notwendig ist,
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damit eine TH17-Zelle IL-26 produziert [119]. Nach den Feststellungen von Peters et
al. ist IL-1[3, wie im Vorherigen erwahnt, mit fir die Entstehung einer eher pathogenen
TH17-Zelle verantwortlich [16]. Demnach kénnte man annehmen, dass IL-26 ebenso
wie IL-22 zu den Zytokinen einer eher pathogenen TH17-Zelle gehort. Die signifikante
Hemmung IL26+ CD4+ T-Zellen kénnte demnach bedeuten, dass Tofacitinib die Diffe-

renzierung zum pathogenen Zelltyp hemmt.
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4.3 Einfluss der JAK-Inhibition auf die T-Zellaktivierung

Um den Einfluss des Tofacitinibs auf die T-Zellaktivierung zu prufen, verwendeten wir
einen sogenannten Lymphozytenaktivierungstest (LAT). Der LAT st ein
durchflusszytometrisches Verfahren, das nach Inkubation mit entsprechenden
Stimulantien die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf CD3+ Zellen misst. Es
zeigte sich, dass Tofacitinib effektiv die Aktivierung durch die Positivkontrollen
a-CD2/CD2R und LPS reduziert. Da unter Tofacitinibtherapie ein gehauftes Auftreten
von Herpes zoster beobachtet wurde, lag unser besonderes Augenmerk darauf zu de-
tektieren, ob antigen-spezifische T-Zellen unter Tofacitinib ebenfalls eine herabgesetz-
te Aktivierung zeigen. Um die antivirale Aktivitat zu testen, wurde hier VzV gE verwen-
det. Es zeigt sich bei Zugabe des Antigens ein Anderungsfaktor von 1,5, was einem
signifikanten Anstieg der CD69+ Zellen entspricht und eine Antigen-spezifische Aktivie-
rung bedeutet. Die Zugabe von Tofacitinib reduziert diesen Wert wieder signifikant auf
1. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieflen, dass Tofacitinib nicht nur die Produktion
von AVPs hemmt, sondern dass auch direkt die Aktivierung der Immunzellen gehemmt

wird, so dass Infektionen leichter entstehen konnen.

Tofacitinib hemmt also nicht nur die angeborene Immunreaktion durch Reduktion der
Expression von AVPs durch strukturelle Zellen, sondern auch adaptive Immunantwor-
ten durch Inhibition der Aktivierung VzV-spezifischer T-Zellen. Im Gegensatz hierzu
zeigt sich kein signifikanter Einfluss des Tofacitinibs auf die Aktivierung Tuberkulose-
spezifischer T-Zellen im IGRA. Diese Ergebnisse zeigen, dass Patienten mit latenter
Tbc in vitro nicht in ihrer IFN-y Antwort gehemmt sind. Da Patienten, welche mit TNF-a
Inhibitoren behandelt wurden, ein erhdhtes Tbhc-Risiko aufweisen [120], sollte der IGRA
an dieser Stelle zeigen, ob selbiges auch fur Tofacitinib-Patienten gilt. In der Studie
von Papp et al. wurden Patienten mit latenter Tbc, wie erwahnt, im Vorfeld ausge-
schlossen [73]. Die Ergebnisse des IGRA lassen fur Patienten mit latenter Tbc in vitro

nicht auf ein erhéhtes Tbc-Risiko unter Tofacitinib-Therapie schliel3en.
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4.4 Schlussfolgerungen

Schlussendlich lasst sich sagen, dass wir mit dieser Arbeit ein besseres Verstandnis
fur das Auftreten typischer Nebenwirkungen des Medikaments Tofacitinib erlangt ha-
ben. Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung des JAK/STAT Signalweges tat-
sachlich einen negativen Einfluss auf die Sezernierung von AVPs in Keratinozyten und
HFLS sowie auf die Aktivierung VzV-spezifischer T-Zellen hat. Wahrend andere Ar-
beitsgruppen dies auch fir gewisse AMPs mit Signifikanz beweisen konnten, kdnnen
wir in der vorliegenden Arbeit nur von Trends sprechen. Trotz allem lassen sich hieraus
Erkenntnisse flr den klinischen Alltag ziehen. Ist eine Therapie mit Tofacitinib geplant,
so sollten betroffene Patienten im Vorfeld hinsichtlich ihres Impfstatus Gberprift wer-
den. Eine vorherige Impfung gegen Varizellen ware beispielsweise ein hilfreicher
Schritt, um eine spatere Infektion des Patienten unter JAK/STAT Inhibition zu verhin-
dern. AuRerdem sollten Patienten darUber aufgeklart werden, dass generell ein erhdh-
tes Risiko viraler und mdglicherweise auch bakterieller Infektionen besteht und sie da-

hingehend Vorkehrungen treffen sollten, um das Risiko einer Infektion zu verringern.

Inwieweit Tofacitinib die Differenzierung von TH17-Zellen beeinflusst, wird kontrovers
diskutiert. Allein die Uberlegung, ob zwei Subtypen dieses TH-Zelltyps existieren, stoft
auf Uneinigkeit der einzelnen Forschungsgruppen. Unsere Hypothese vertritt zum ei-
nen den Standpunkt, dass es einen eher klassischen und einen eher pathogenen Zell-
typ gibt, zum anderen lassen die vorliegenden Ergebnisse die Vermutung zu, dass
Tofacitinib den klassischen Zelltyp fordert und die Entstehung des pathogenen Subtyps
inhibiert. Weitere Studien sind jedoch notwendig, um diesem Aspekt auf den Grund zu
gehen. Fest steht jedoch, dass Tofacitinib die Immunantwort in Form von aktivierten

TH-Zellen, ausgel6st durch virale Stimulanzien, signifikant inhibiert.

Im Wirkspektrum des omniprasenten JAK/STAT Signalwegs gilt es demnach noch vie-
les endgiltig zu erdrtern, sodass er eines Tages in all seiner Komplexitat verstanden

werden kann.
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