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1 Einleitung
1.1 Chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis

1.1.1 Definition und Begriffsklarung

Die chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis (CNO) ist eine autoinflammatorische
Erkrankung unklarer Atiologie, die durch eine nicht-infektiése Knochenentziindung
charakterisiert ist und erstmalig 1972 von Giedion beschrieben wurde. (1, 2) In der
Literatur finden sich verschiedene Bezeichnungen, aktuell gebrauchlich ist der
Oberbegriff ,Nichtbakterielle Osteomyelitis bzw. Osteitis® (NBO) mit der chronischen
Verlaufsform CNO. Bei der oft schwer verlaufenden, rekurrierenden und multifokalen
Form wird von der chronisch rekurrierenden, multifokalen Osteomyelitis (CRMO)
gesprochen. (3-5) In dieser Arbeit wird der tbergeordnete Begriff CNO verwendet, der
alle chronischen Verlaufsformen mit unifokalem und multifokalem kndéchernem Befall
umfasst.(4) Der Begriff der CRMO wird nur fur eine Untergruppe der CNO als schwerste
Verlaufsform eingesetzt, da in vielen Studien nur diese untersucht wurde.

Betroffen sind Kinder und heranwachsende Jugendliche. Im Erwachsenenalter bestehen
Assoziationen zum Synovitis, Akne, Pustulosis, Hyperostose, Osteitis-Syndrom
(SAPHO-Syndrom). (3, 6)

1.1.2 Epidemiologie

Die CNO betrifft vor allem Kinder- und Jugendliche, kann aber grundséatzlich in allen
Altersgruppen aller Ethnien auftreten. Kinder und Jugendliche erkranken in der Regel
zwischen 7 und 12 Jahren (medianes Alter bei Erkrankungsbeginn je nach
Literaturangabe ca. 10-11 Jahre), Madchen sind dabei haufiger betroffen. Im
Erwachsenenalter tritt die Erkrankung seltener auf mit einem medianen Erkrankungsalter
von ca. 40 Jahren. (3, 7-9) Eine exakte Inzidenz ist nicht bekannt. In einer Studie wurde
in einer deutschen Erhebung eine geschatzte jahrliche Inzidenz von 0,4 Fallen pro
100.000 Kindern angegeben. (10)

1.1.3 Klinische Prasentation

Die klinische Auspragung kann sehr unterschiedlich von asymptomatisch tber mild bis
schwer sein. Der Verlauf kann selbstlimitierend bzw. monophasisch (Beschwerden nicht

langer als 6 Monate), chronisch aktiv (Beschwerden langer als 6 Monate) oder



rekurrierend sein. Dabei kann ein unifokaler oder multifokaler Befall von Knochen
bestehen, selten entsteht eine Knochendestruktion.

Klinisch zeigt sich als Ausdruck der Inflammation eine Uberwarmung, Schwellung,
Hyperostose (vor allem der Clavicula, Femur und Fibula), lokalisierte Schmerzen bzw.
Knochenschmerzen, selten Hautrétung. Fieber und Funktionsverlust kdnnen bestehen.
Begleitend konnen Nerven- und Gefalibeteiligung, mukokutane Hautbeteiligung,
insbesondere eine Akne und palmoplantare Pustulosis, Darmbeteiligung sowie Arthritis
(vor allem des lliosakralgelenkes) auftreten. (3, 4, 6-8, 11-17)

Am haufigsten sind die unteren Extremitaten betroffen, hier vor allem die Metaphysen
der langen Réhrenknochen insbesondere der distalen Tibia. Grundsatzlich kann jeder
Knochen befallen sein. (4, 5, 18-20) Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht der haufigsten

Lokalisationen, diese variieren in der Literatur. (7, 13, 16, 17, 21, 22)

Orbitadach 4%

Mandibula 1,5-4%
Clavicula 5-42%

Humerus 3-9% Sternum 3-8%

Rippen 3-4%
Radius 1-4%

Wirbelkorper 13-30%
Ulna 1-9%
Becken 11-37%

Femur 11-63%

Patella1-4%
Fibula 2-8%
Tibia 15-47%

Full 9-19%

Abbildung 1: Verteilung der Knochenlasionen bei Kindern und Jugendlichen mit chronisch nicht-
bakterieller Osteomyelitis (CNO); modifiziert nach Skrabl-Baumgartner 2019 und Nemes 2022.
(7,13, 16, 17, 21-23)

Organbeteiligungen von Haut und Darm sind neben Befall von Lunge, Herz und Auge
beschrieben. Begleitend wurden Lymphknotenvergréfierungen und Hepatospleno-
megalie beobachtet. (7, 13, 17, 24-26)

Weitere Erkrankungen wie fulminante Akne, chronisch entzlindliche Darmerkrankung
(CED), Psoriasis oder ankylosierende Spondylarthritis bzw. Enthesitis-assoziierte
Arthritis oder Polyarthritis (juvenile idiopathische Arthritis: JIA) sind mit der CNO

assoziiert bzw. es bestehen Uberlappungen mit diesen Erkrankungen (siehe auch



Abbildung 2). (7-9, 17, 27-30) Bei einigen Patientinnen geht die Erkrankung im

Erwachsenenalter in eine Spondylarthropathie Gber. (27)

/ SAPHO- \
Syndrom

Psoriasis
Palmoplantare
Pustulose

arthritis

Abbildung 2: Assoziationen/Uberlappungen der CNO mit anderen Erkrankungen; modifiziert
nach Hofmann 2017 (30)

Abklrzungen: CED chronisch entzindliche Darmerkrankung, CNO chronisch nicht-bakterielle

Osteomyelitis, SAPHO-Syndrom Synovitis, Akne, Pustulosis, Hyperostose, Osteitis-Syndrom

1.1.4 Pathophysiologie

Die CNO gehort zu den Autoinflammationserkrankungen, die durch eine Inflammation
des innaten Immunsystems mit Zytokinbildung, durch das Fehlen von hohen
Autoantikorper-Titern und fehlenden autoreaktiven Lymphozytenpopulationen bei
Erkrankungsbeginn gekennzeichnet sind. (3, 31-34) Dabei wurden Infektionen als
ursachlich ausgeschlossen. (35, 36)

Zusammenfassend scheint die Knochenentziindung durch eine beeintrachtigte
Immunantwort des innaten Immunsystems hervorgerufen zu werden, die vor allem durch
Zytokindysbalance in einer Osteoklastenaktivierung, in Osteolysen und Knochenumbau
mundet. (37, 38) Dabei verursacht wahrscheinlich das Zusammentreffen von Stérungen
in mehreren immunregulatorischen Vorgangen das klinische Bild der CNO. (39-41)

So konnte gezeigt werden, dass die antiinflammatorisch wirkende Interleukin (IL)-10
Expression in Monozyten von CNO-Patientinnen deutlich reduziert ist. (42-45)

Auf der anderen Seite konnte auch eine Erhéhung von proinflammatorischen Zytokinen
wie z.B. Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-alpha), IL-1 und IL-6 nachgewiesen werden.
(46-48) Als mogliche pathogenetische Ursache wurde zudem eine gesteigerte Aktivitat

des NLRP3-Inflammasoms (NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3-



Inflammasom), identifiziert, die sich durch erhdhtes proinflammatorisch wirksames IL-1
aulert. (42, 49, 50)

Durch die Zytokin-Dysbalance mit Uberwiegen der proinflammatorischen Effekte kommt
es zu einer gesteigerten Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung Uber eine
verstarkte Interaktion zwischen dem Transmembranrezeptor ,receptor activator of
nuclear factor-kappa B (RANK) und seinem I8slichen Liganden (RANKL), das zu
Osteolysen und Knochenresorption fuhrt. (51-54)

Auf zellularer Ebene konnten vermehrte Mastzellen sowohl in Knochenbiopsien als auch
im Serum, darlber hinaus vermehrte CD14+ (CD = cluster of differentiation) -Monozyten
in Knochenbiopsien von CNO-Patientinnen nachgewiesen werden. Diese kdnnten somit
moglicherweise eine pathogenetische Rolle spielen. (55, 56)

Einen weiteren pathogenetischen Einfluss scheint das Microbiom (Darm bzw. oral) in
Bezug auf das immunologische Gleichgewicht zu haben. Ist dieses gestdrt, kann dies zu
Inflammation und Entstehung von Autoimmunerkrankungen fiihren. (57-59) Auch bei der

CNO konnte dieser Einfluss gezeigt werden. (60, 61)

1.1.5 Genetische Veranderungen

Es gibt monogenetische Erkrankungen, die mit Symptomen einer CNO einhergehen, so
z.B. das Majeed-Syndrom, ,deficiency of IL-1 receptor antagonist” (DIRA), pyogene
Arthritis, Pyoderma gangrenosum und Akne-Syndrom (PAPA-Syndrom) mit zumeist
gleichzeitig bestehenden kutanen Veranderungen und teils sehr schweren Verlaufen.
(62-68) Auch Cherubismus zeichnet sich durch symmetrische, bilaterale fibréossare
Lasionen bzw. Knochenresorptionen des Ober- oder Unterkiefers aus. (69, 70) Es
besteht allerdings Uneinigkeit, ob diese Erkrankung zu den Autoinflammations-
erkrankungen gezahlt werden kann. (3)

Auch bei der nicht-syndromalen bzw. sporadischen CNO wird bei vermehrtem Auftreten
in bestimmten Familien sowie gleichzeitigem Auftreten von inflammatorischen
Erkrankungen bei engen Verwandten nach Expertenmeinung ein genetischer
Hintergrund vermutet. (71) Es wurden einzelne Kandidatengene identifiziert, die aber in

nachfolgenden Studien bisher nicht verifiziert werden konnten. (40, 72-81)

1.1.6 Diagnostik
Die CNO ist eine Ausschlussdiagnose, daher beruht die Diagnose zunachst auf dem
Ausschluss von Differentialdiagnosen wie Infektionen, Immundefekte, Stoffwechsel-

erkrankungen oder malignen bzw. hamatologischen Erkrankungen. Die Diagnostik



umfasst neben Anamnese und korperlicher Untersuchung, Laboruntersuchungen,
Bildgebung und ggf. Biopsie. Allgemein stellen Knochenschmerzen oder schmerzhafte
Funktionseinschrankungen des muskuloskelettalen Systems mit typischen Befunden in
der Magnetresonanztomographie (MRT) die Basis der Diagnose dar. (18, 39, 82, 83)
Laboruntersuchungen dienen vor allem zur Beurteilung der Entziindungsaktivitat bzw.
zur Abklarung von Differentialdiagnosen. Bei monofokalem Befall ist an eine
Tuberkulose-Diagnostik zu denken. (18, 33, 84)

Von Jansson et al. wurden angepasste, diagnostische Kriterien, die in Tabelle 1
aufgefihrt sind, vorgeschlagen. Allerdings sind diese nicht validiert, kdnnen aber hilfreich
sein. (16, 39, 82, 84) Neben diesen Diagnosekriterien wurde ein klinischer Score zur

Unterscheidung der CNO von anderen Knochenlasionen entwickelt. (85)

Tabelle 1: Angepasste CNO-Diagnosekriterien nach Jansson (16)

Majorkriterien Minorkriterien
1. Radiologisch nachgewiesene A. Normales  Blutbild und  guter
osteolytisch/-sklerotische Allgemeinzustand
Knochenldsion
2. Multifokale Knochenlasion B. CRP und BKS leicht bis mafig erhéht
3. PPP oder Psoriasis C. Beobachtungszeit langer als 6
Monate
4. Sterile Knochenbiopsie mit Zeichen D. Hyperostose
von Inflammation und/oder Fibrose,
Sklerose
E. Verwandte |. oder Il. Grades mit
autoimmuner Erkrankung (PPP, Ps,
Akne, CED) oder Autoinflam-
mationserkrankung oder mit NBO
Das Vorliegen von zwei Majorkriterien oder einem Majorkriterium und drei Minorkriterien macht
die Diagnose CNO wahrscheinlich

Abkirzungen: BKS Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit, CED chronisch-entziindliche
Darmerkrankung, CNO chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis, CRP C-reaktives Protein, NBO
nichtbakterielle Osteitis, PPP palmoplantare Pustulose, Ps Psoriasis

Die bildgebenden Verfahren umfassen Rdntgen, Computertomographie (CT),
Szintigraphie und MRT. (84) Die Szintigraphie ist bei Kindern inzwischen obsolet,
ebenso wird die CT nur noch bei speziellen Fragestellungen (z.B. Differentialdiagnose
eines Osteoidosteoms) durchgefiihrt. (83, 86)

Die Sensitivitat des Ganzkérper-MRT (GK-MRT) ist am hdchsten und es wird daher
bevorzugt eingesetzt. (11, 87, 88) Dabei werden Knochenmarkédeme, Hyperostosen,
sklerotischen Veranderungen und Osteolysen auch ohne Kontrastmittelgabe neben

Periostreaktionen, Weichteilschwellung und Gelenkbeteiligung als typische Befunde



beschrieben. (11, 87, 89-91) Auch asymptomatische (,stille®) Herde k&énnen hier
detektiert werden. (92-94)

Zum Ausschluss von Differentialdiagnosen kann bei unklaren Befunden bzw. zur
histologischen und infektiologischen Aufarbeitung eine Knochenbiopsie notwendig
werden. Die CNO zeigt jedoch keine spezifischen Veranderungen, weswegen eine
histopathologische Diagnosesicherung nicht zwingend erforderlich fir die Diagnose ist

und meist darauf verzichtet werden kann. (35, 84, 95, 96)

1.1.7 Therapie

Es gibt keine einheitlichen bzw. international anerkannten Therapieleitlinien. Die
Therapie wird in der Regel empirisch durchgefihrt. (3, 51) Allerdings wurden
verschiedene Konsensus-Therapieplane zur Orientierung formuliert. (82, 97)

Therapie der ersten Wahl sind nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR), die bei Kindern
gut wirksam sind und eine klinische Remission in mehr als 50 % der Falle innerhalb der
ersten 12 Monate erreichen lassen. (7, 12, 14, 17, 98)

Weitere medikamentése Therapieoptionen sind Steroide (Glukokortikoide), ,Disease-
modifying antirheumatic drugs” (DMARDSs), Bisphosphonate und Biologika. (16, 18, 20,
98, 99)

Systemische, oral verabreichte Glukokortikoide sollten aufgrund des Nebenwirkungs-
profils nur kurzeitig eingesetzt werden, kdnnen Schibe aber gut kontrollieren. (18, 82,
100)

Bei Entziindungsherden der Wirbelkdrper mit strukturellen Veranderungen aber auch als
weitere Therapieoption werden Bisphosphonate mit guter Wirksamkeit zur Entziindungs-
und Osteoklastenhemmung eingesetzt. (84, 97, 101-105)

Eine weitere Therapiemdglichkeit sind Biologika wie TNF-Inhibitoren oder IL-1-Blocker
(Anakinra), die bei NSAR-refraktdrem Verlauf mit unterschiedlicher Wirksamkeit einge-
setzt werden. (10, 14, 20, 21, 98, 100, 106-110)

Als adjuvante, nicht-medikamentose Therapien werden Physiotherapie sowie lokale
Warme- oder Kalteanwendung, Hilfsmittelanpassung, Vitamin-D-Supplementierung

entsprechend geltenden Empfehlungen und psychosoziale Betreuung empfohlen. (82)

1.1.8 Immunologische Veranderungen und Biomarker
In der Routine-Diagnostik werden zwar Inflammationsparameter bestimmt, allerdings
sind diese nicht spezifisch fir die CNO und lassen keine prognostische Aussage zu. (12,

16, 17, 111) Ferritin und Immunglobuline, insbesondere IgG, kdnnen initial erhoht sein,



sind aber nicht spezifisch. (7, 12, 112) HLA-B27 wird bei ca. 6-7 % der CNO-Patientinnen
entsprechend der Haufigkeit der Normalbevdlkerung nachgewiesen, korreliert aber nicht
mit entsprechenden Symptomen einer Enthesitis-assoziierten-Arthritis bzw. Spondyl-
arthritis und scheint daher wenig hilfreich. (7, 13, 16, 20)

Antinukleare Antikérper (ANA) sind in bis zu 38% der CNO-Patientlnnen positiv getestet
worden, allerdings ohne spezifischen Antigennachweis. (7, 16)

Moglicherweise Iasst die Bestimmung von S100 A8/A9, das von neutrophilen Granulo-
zyten und Monozyten sezerniert wird und bei Inflammasomaktivierung erhoht ist, eine
Unterscheidung zu anderen Erkrankungen wie z.B. Leukdmien oder CED bzw.
Gesunden zu. Konfirmationsstudien hierzu stehen aber noch aus. (46, 113)

Erhohte Interleukin-Werte wie z.B. TNF-alpha, IL-6 oder IL-18 kdnnen bei CNO-
Patientinnen nachgewiesen werden, als Einzelbestimmung lassen diese jedoch keine
Unterscheidung zu anderen inflammatorischen Erkrankungen zu. (114) Wie oben
beschrieben konnte auf der anderen Seite eine verminderte IL-10-Expression in
Monozyten sowie ein fehlender Nachweis des antiinflammatorischen IL-10 im Serum von
CNO-Patientinnen nachgewiesen werden. (42, 43)

2016 wurde durch Hofmann et al. ein Set aus neun Biomarkern bestehend aus
Interleukinen, Chemokinen und regulatorischen Molekilen evaluiert, das eine
Unterscheidung zwischen an CNO- und CED-Erkrankten bzw. Gesunden ermdoglicht,
allerdings nicht zu JIA-Patientinnen. Ein Set aus sechs Biomarkern [IL-6, IL-12, Eotaxin,
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), RANTES (regulated upon activation,
normal T cell expressed and presumably secreted) und sIL-2R (I8slicher IL-2-Rezeptor)]
erlaubt die Beurteilung einer mdéglichen Remission. (114) Hierfur sind weitere Studien
zur Bestatigung notwendig.

In einer weiteren Studie aus 2017 konnte die Arbeitsgruppe von Hofmann et al.
Biomarker zur Diagnose der CNO eingrenzen (IL-6 und Chemokinligand (CCL)
11/Eotaxin). Damit ist eine Unterscheidung von CNO-Patientinnen von anderen
Erkrankungen einschlief3lich der JIA sowie von Gesunden mdglich. (46) Auch hier ist
eine Validierung ausstehend.

Als Aktivitatsmarker bzw. Knochenresorptionsmarker wurde unter Pamidronat-Therapie
das N-Telopeptid im Verhaltnis zu Kreatinin im Urin genutzt, allerdings ist auch dies
bisher nicht als Aktivitatsmarker validiert. (102)

Weitere zellulare, immunologische Veranderungen im Serum, auller den zuvor
beschriebenen CD14+ Monozyten und Mastzellen, sind bei CNO-Patientinnen bisher
nicht bekannt. (115)



1.2 SAPHO-Syndrom

1.2.1 Ubersicht

Im Erwachsenenalter bestehen Gemeinsamkeiten zwischen der CNO und dem SAPHO-
Syndrom. Im Vordergrund stehen beim SAPHO-Syndrom kutane und osteoartikulare
Veranderungen. (116, 117) Bisher wurde das SAPHO-Syndrom zu den
Spondylarthropathien gezahlt, mittlerweile wird auch das SAPHO-Syndrom als
Autoinflammationserkrankung angesehen. (5, 118)

Der Altersgipfel liegt bei ca. 40 Jahren, Frauen sind haufiger betroffen. (119) Die
Erkrankung kann aber auch bei Kindern auftreten, wobei letztlich unklar ist, ob diese als
Aquivalent zur CNO zu sehen ist, (62, 120) da Unterschiede vor allem in Bezug auf die
Hauterscheinungen oder Lokalisation der Knochenveranderungen auffallen. (17, 121)
Die Pravalenz und Inzidenz wird in der Literatur sehr unterschiedlich angegeben und
bleibt letztlich unklar. (122)

Klinisch besteht auch hier ein heterogenes Bild aus Schwellung und Schmerzen, was
die Diagnosestellung erschwert. (123, 124) Dabei ist die neben der sterilen Osteomyelitis
bzw. Osteitis die haufig beobachtete Hyperostose charakteristisch. Vor allem betroffen
sind Sternum bzw. vordere Brustwand (bzw. ,anterior chest wall“), Claviculae, das
Achsenskelett sowie das lliosakralgelenk. (125-128) Die kndéchernen Veranderungen
sind identisch zu denen der CRMO bzw. ist die CRMO auch ein Diagnosekriterium des
SAPHO-Syndroms und wird zum Symptomenkomplex des SAPHO-Syndroms gezahlt.
(6, 62, 122) Die haufigsten Hautveranderungen sind palmoplantare Pustulosis,
Psoriasis, fulminante Akne oder Hidradenitis suppurativa.(127, 129)

Unterschiedliche Haufigkeiten der klinischen Charakteristika zwischen Kindern und
Erwachsenen mit CNO bzw. SAPHO-Syndrom, die in einer Studie 2019 erhoben

wurden, zeigt zur besseren Ubersicht Tabelle 2. (17)

Tabelle 2: Haufigkeiten klinischer Charakteristika von Kindern und Erwachsenen mit CNO bzw.
SAPHO-Syndrom; modifiziert nach Skrabl-Baumgartner 2019 (17)

CNO SAPHO
Alter bei Diagnose ca. 12 Jahre Ca. 32 Jahre
Anteil des weiblichen Geschlechtes 58% 60%
Gelenkbeteiligung 50 % 30%
ISG-Beteiligung 25% 10%
Hautbeteiligung 33% 40%
Schwere Akne 29% 10%




Palmoplantare Pustulosis 0 20%
Psoriasis 4% 0
Hidradenitis suppurativa 0 10%
Radiologisch nachgewiesene Herde 2 2
(Median)

Unifokal 42% 40%
Clavicula 42% 10%
Sternum 8% 50%
Metaphysen langer R6hrenknochen 33% 10%
Wirbelkorperbeteiligung 21% 50%

Abkilrzungen: CNO chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis, ISG lliosakralgelenk, SAPHO Synovitis, Akne,

Pustulosis, Hyperostose, Osteitis-Syndrom

Die Atiopathogenese des SAPHO-Syndroms ist @hnlich wie bei der CNO unklar. (130)
Dabei werden eine Immundysfunktion, genetische Veranderungen und Umweltfaktoren
(z.B. Infektionen insbesondere durch Propionibacterium acnes) als ursachlich
angesehen. (125, 131-136) Bei Kindern mit CNO konnte kein sicherer Zusammenhang
zu Infektionen mit Propionibacterium acnes aufgezeigt werden. (35)

Beobachtet wird aber auch hier eine gesteigerte Aktivitadt des innaten Immunsystems mit
Erhéhung von proinflammatorischen Zytokinen. (137-139) Dabei scheint die IL-17-
vermittelte Entziindung eine bedeutende Rolle beim SAPHO-Syndrom zu spielen. (140-
142) IL-17 tragt dabei zur Osteoklastenaktivierung bzw. Knochendestruktion im Rahmen
der Entzindungsreaktion bei. (143, 144)

Da das SAPHO-Syndrom auch in Verbindung mit Autoimmunerkrankungen wie
Psoriasis, Pyoderma gangrenosum oder CED einhergeht und sich auch mit der
Spondylarthritis Gberlappt, wird vermutet, dass die sich selbst verstarkende
Entziindungsreaktion auch durch Autoimmunitat unterhalten werden kann. (145-149)
Letztlich werden genetische Assoziationen genannt, die aber bisher nicht bestatigt
werden konnten. (150-152)

Es gibt mehrere Klassifikationskriterien, die im Verlauf angepasst wurden und zuletzt
von Kahn auf dem 67sten Wissenschaftstreffen des American College of Rheumatology
2003 nach klinischen Gesichtspunkten revidiert wurden und in Tabelle 3 dargestellt sind.
(132, 151, 153-155)



Tabelle 3: Klassifikationskriterien des SAPHO-Syndroms von 2003 (161, 162)

Mindestens 1 von 5 Kriterien muss erfillt sein

1. Knochen- bzw. Gelenkbeteiligung in Verbindung mit PPP oder Psoriasis vulgaris

2. Knochen- bzw. Gelenkbeteiligung in Verbindung mit SA

3. Isolierte, sterile Hyperostose/Osteitis
4. CRMO (Kinder)
5. Knochen- bzw. Gelenkbeteiligung in Verbindung mit CED

Ausschluss  von: Infektidser Osteitis, tumorése Knochenveranderungen, nicht-
inflammatorische, kondensierende Knochenlasionen

Abkirzungen: PPP Palmoplantare Pustulosis, SA Spondylarthritis, CRMO chronisch rekurrierende
multifokale Osteomyelitis, CED chronisch entziindliche Darmerkrankung

Analog zur CNO stitzt sich die Diagnose beim SAPHO-Syndrom auf klinische
Symptome, Bildgebung und Laboruntersuchungen nach Ausschluss von Differential-
diagnosen. (151, 156) Auch hier ist das MRT das wichtigste bildgebende Verfahren. (90,
157, 158) Histologische und mikrobiologische Untersuchungen von Knochenmaterial
dienen dem Ausschluss von Infektionen und malignen Erkrankungen und zeigen das
Bild einer chronischen Entziindung passend zur CNO. (20, 159)

Die medikamentdése Therapie umfasst NSAR, DMARDs, Antibiotika, Steroide, Bis-
phosphonate und Biologika, wobei die NSAR-Therapie meist keinen ausreichenden und
die antibiotische Therapie keinen anhaltenden Effekt zeigen. (36, 158, 160-162) Eine
Bisphosphonat-Therapie zeigt gute Ergebnisse bezuglich der osteoartikularen
Symptome. (127, 163, 164) Steroide intraartikular scheinen wenig wirksam im
Gegensatz zur systemischen Gabe. (165, 166) Die Wirkung von DMARDs und Biologika
wie TNF-Blocker, Anakinra oder Sekukinumab wird unterschiedlich bewertet. (119, 131,
140, 167-169) Neu eingesetzte Substanzen sind Januskinase-Inhibitoren mit vielver-
sprechendem Effekt. (169-172) Eine einheitliche Therapieempfehlung existiert bisher
nicht. (151)

1.2.2 Biomarker bzw. immunologische Veranderungen bei SAPHO-

Syndrom

Neben einer Erhéhung von unspezifischen Entziindungsparametern werden erhdhte,
proinflammatorische  Interleukin-Werte  beobachtet. Insbesondere IL-13 st
Inflammasom-unabhangig erhdht. Aber auch IL-6, IL-8, IL17A, IL-18, TNF-alpha oder
RANKL sind erhéht, wobei sich dies in verschiedenen Studien unterscheidet (80, 129,
137, 138, 173, 174) Eine Erhéhung von Autoantikdrpern inklusive der ANA konnte nicht
in allen Studien bestatigt werden. (129, 137, 175) Als Aktivitdtsmarker scheint auch die
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Immunglobulin-Subklasse-4 (IgG4) vielversprechend, deren Erhdhung mit einer hohen
Krankheitsaktivitat korreliert. (176) 2021 wurde erstmalig Uber erhdhte Anti-Sperm
Protein 17 (SP17)-Autoantikérper bei Patientinnen mit SAPHO-Syndrom als
potenzieller, spezifischer Biomarker bzw. Aktivitatsmarker berichtet. (177) Eine
Validierung steht aus. Zudem wurde bei SAPHO-Patientlnnen eine erhéhte Anzahl von
Th17-Zellen im peripheren Blut im Vergleich zu Gesunden und Psoriasis-Patientinnen
nachgewiesen. (142) Ebenso zeigte sich eine Imbalance zwischen Th17- und Treg-
Zellen bzw. ein erhéhtes Th17/Treg-Verhaltnis im Vergleich zu Gesunden, wodurch es
zu einer anhaltenden Entziindungsreaktion kommen kann. (145, 178) Wie auch bei
anderen entzindlichen Arthropathien wie z.B. der Spondylarthritis, konnte auch beim
SAPHO-Syndrom eine verminderte Anzahl von NK-Zellen im peripheren Blut im
Vergleich zu Gesunden aufgezeigt werden. (145) NK-Zellen scheinen eine wichtige Rolle
in der Pathogenese von entzindlichen Arthropathien bzw. bei autoinfammatorischen
Erkrankungen zu spielen. (179)

Zusammenfassend sind allerdings analog zur CNO derzeit keine spezifischen, fir die
Routine durchfiihrbaren Laborparameter bzw. Biomarker bekannt, die die Diagnose

sichern kdnnen oder prognostische Aussagen zulassen. (151)

1.3 Zusammenfassung

Die CNO ist eine autoinflammatorische Erkrankung, die sich vor allem in einer ossaren
Entziindung vorwiegend im Kindesalter auf3ert. Die Pathogenese ist unklar, genetische
Veranderungen konnten nicht bestatigt werden. Pathophysiologisch scheint vor allem
eine Zytokindysbalance im Vordergrund zu stehen im Unterschied zu Autoimmun-
erkrankungen wie zum Beispiel der JIA, bei denen vor allem Autoantigen-spezifische
Immunreaktionen eine Rolle spielen. Der diagnostischen Aufarbeitung der CNO stehen
Biomarker zur Diagnosestellung oder prognostischen Einschatzung in der Routine-
Diagnostik nicht zur Verfligung.

Es bestehen Uberschneidungen mit der Enthesitis-assoziierten-Arthritis bzw. mit der
Spondylarthritis sowie dem SAPHO-Syndrom im Erwachsenenalter. Das SAPHO-
Syndrom wurde zunachst nur zu den Spondylarthritiden als Autoimmunerkrankung
gezahlt, wird aber inzwischen auch als Autoinflammationserkrankung mit
Uberlappungen mit Spondylarthritiden angesehen. Neben Zytokin-Veranderungen als
Ausdruck der Autoinflammation konnten beim SAPHO-Syndrom auch Veranderungen in
den Lymphozytensubpopulationen im Vergleich zu Gesunden bzw. Psoriasis-

Patientinnen aufgezeigt werden.
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Da die CNO auch zu den Autoinflammationserkrankung gezahlt wird, sind Zytokin-
Veranderungen gut beschrieben. Es bestehen aber keine gezielten Untersuchungen der
im peripheren Blut zirkulierenden Lymphozytensubpopulationen bei CNO-Patientinnen

analog zum SAPHO-Syndrom.

1.4 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, CNO-Patientinnen durch Verdnderungen des angeborenen
und adaptiven Immunsystems bzw. immunologischer Biomarker im Vergleich zu
autoimmunologisch erkrankten JIA-Patientinnen und immunologisch Gesunden (keine
Autoantigen-vermittelte oder autoinflammatorische Erkrankung) zu charakterisieren.
Unter der Annahme, dass bei der CNO Uberschneidungen mit dem SAPHO-Syndrom
bestehen, ziehen wir hierfir vor allem die Untersuchung von Lymphozytensub-
populationen, die bei der CNO bisher nicht untersucht wurden, heran.

Die Studie ist als klinische Explorationsstudie angelegt, um ggf. Hypothesen fir
weiterflihrende Studien generieren zu kdnnen.

Neben der immunologischen Charakterisierung von CNO-Patientinnen wurde folgende
Hypothese formuliert:

- CNO-Patientlnnen unterscheiden sich hinsichtlich der Verteilung von
zirkulierenden  Lymphozytensubpopulationen  von  JIA-Patientinnen und
immunologisch Gesunden.

Die Hypothese bezieht sich auf die klinische Fragestellung. Zur statistischen Auswertung
wurde diese aufgrund der geringen Fallzahlen als Nullhypothese formuliert (keine

Unterschiede vorhanden).

Folgende Fragen sollten geklart werden:

(1) Lassen sich bei CNO-Patientinnen Veranderungen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems, vor allem in der Verteilung von zirkulierenden
Lymphozytensubpopulationen analog zum SAPHO-Syndrom, im Vergleich
zu JIA-Patientinnen und immunologisch Gesunden identifizieren?

(2) Lassen sich bei CNO-Patientinnen  Assoziationen  zwischen
immunologischen Veranderungen und klinischen Merkmalen explorativ
erkennen? Hier wurden nur deskriptive Untersuchungen durchgefuhrt, da die
Fallzahl rekrutierter Patientinnen zu gering war, um weiterfihrende

statistische Analysen durchzufiihren.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Studienablauf

Die Studie war eine gemischt retrospektiv/prospektiv biomedizinische, klinische Studie
im Sinne einer Explorationsstudie. Dabei war das Studienvorhaben eine interdisziplinar
durchgefihrte Studie, die die Disziplinen Kinderrheumatologie, Kinder- und
Jugendmedizin, Kinderchirurgie, Labormedizin, internistische Hamatologie und
Kinderradiologie umfasst. Diese Beobachtungsstudie ist als explorative Pilotstudie
angelegt, um ggf. weitere Hypothesen generieren zu kdnnen. Daher wurde keine
Fallzahlberechnung durchgefuhrt. Neben der Erstellung des Studienprotokolls wurde die
Einwilligung inklusive Datenschutzaufklarung mit entsprechenden altersabgestuften
Informationen verfasst (siehe Appendix VII). Zudem wurde ein Fragebogen zur
anamnestischen Erfassung der Erkrankung selbst, des Erkrankungsbeginns, des
Krankheitsverlaufes, der aktuellen Krankheitsaktivitat, der medikamentdésen Therapie,
weiterer Vorerkrankungen, durchgefihrter Bildgebungen, des Impfstatus und
immunologischer Erkrankungen in der Familie angefertigt (siehe Appendix VIII).

Nach Einwilligung der Eltern bzw. der Patientinnen wurden im Rahmen einer geplanten,
ambulanten Vorstellung, ggf. auch im Rahmen eines stationdren Aufenthaltes, der
Fragebogen ausgehandigt, Blut standardisiert abgenommen und in die entsprechenden
Labore verbracht.

Es wurde eine elektronische Datenbank (Software Excel) angelegt, die alle
anamnestischen Angaben sowie MRT-Befunde und alle Labordaten pseudonymisiert
erfasst. Jeweils nach Erhalt des Patienten-Fragebogens, der Arztbriefe, MRT-
Befundungen sowie der bestimmten Laborwerte wurden die Daten wahrend der
gesamten Studienlaufzeit entsprechend eingegeben und fehlende Angaben ggf. aus
Patientenakten erganzt. Ggf. wurden MRT-Befunde mit der Kinderradiologie
nachbefundet.

Bei der CNO handelt es sich um eine seltene Erkrankung. Die Patientlnnen wurden in
dieser Studie in den in Augsburg vorhandenen Kinderrheumatologischen Einrichtungen
rekrutiert. Die Rekrutierungszeit war auf maximal 2 Jahre begrenzt. Um eine in diesem
Zeitraum erreichbare Fallzahlabschatzung zu benennen, wurde die Anzahl der
behandelten CNO-Patientinnen in den vorausgegangenen Jahren betrachtet. Daraus
resultierend wurde eine Rekrutierung von mind. 15 CNO-Patientinnen mit den
entsprechenden Kontrollen festgelegt. Nach Erhebung der Daten folgte die Daten-

auswertung.
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2.2 Ethik- und Tierversuchsvotum

Nach Erstellung des Studienprotokolls einschlieRlich der Einwilligungen mit Aufklarung
Uber den Datenschutz sowie der Patientenfragebdgen wurde ein positives Votum der
Ethikkommission bei der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen mit Bestatigung der
ethisch-rechtlichen Unbedenklichkeit der Studie ausgesprochen (Projektnummer 21-
0440).

2.3 Patientenrekrutierung

2.3.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien:

- Patientlnnen unter 18 Jahren sowie junge Erwachsene bis max. 25 Jahre mit CNO
bzw. SAPHO-Syndrom unabhangig vom Krankheitsstadium sowie Patientinnen
mit JIA und immunologisch Gesunde (Patientinnen mit nicht-immunologisch
bedingten Erkrankungen)

- Kontrollpatientinnen sind nach Geschlecht und Alter (max. 10 Prozent
Abweichung) gematcht

- Geplante Blutentnahme im Rahmen einer Routine-Kontrolle oder einem geplanten
Eingriff

- Vorliegen der schriftlichen Zustimmung der Patientinnen bzw. Sorgeberechtigten

zur Studienteilnahme

Ausschlusskriterien:

- Vorliegen einer weiteren, nicht-assoziierten immunologischen oder autoinflamma-
torischen Erkrankung bei CNO-Patientinnen

- Vorliegen einer autoinflammatorischen Erkrankung bei JIA-Patientinnen

- Vorliegen einer autoimmunologischen oder autoinflammatorischen Erkrankung in

der Anamnese bei immunologisch Gesunden

2.3.2 Rekrutierungsablauf

Die Patientinnen mit CNO wurden im Rahmen der nachsten geplanten, ambulanten oder
stationaren Vorstellung in der Kinderrheumatologischen Ambulanz bzw. in der Padiatrie
am Universitatsklinikum Augsburg sowie an der KJF Klinik Josefinum, Augsburg, zur
Teilnahme an der Studie unabhangig von Krankheitsstadium oder Therapie eingeladen

und nach schriftlicher Einwilligung in die Studie eingeschlossen. Ebenso wurden dort
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JIA-Patientlnnen, die als gematchte Kontrolle in Frage kamen, eingeladen und rekrutiert.
Immunologisch gesunde Kontrollen, die als gematchte Kontrolle in Frage kamen, wurden
sowohl Uber das Ambulanzzentrum der Klinik fur Kinder- und Jugendliche sowie der
Kinderchirurgie am Universitatsklinikum Augsburg bzw. im Rahmen eines stationaren
Aufenthaltes dieser Kliniken nach Aufklarung und Einwilligung eingeschlossen.

Die Aufklarung tUber die Studie und deren genauer Inhalt und Ablauf erfolgte in einem
Gesprach zwischen den Patientinnen bzw. deren Sorgeberechtigten und der
Studienleitung bzw. in die Studie entsprechend eingefiihrten Arztinnen. In diesem
Gesprach wurden Ablauf, Nutzen und Ziele der Studie, Risiken, Datenschutz,
Teilnahmebedingungen und Mdglichkeit zum Widerruf der Einwilligung erlautert. Hierfur
erhielten die Studienteilnehmerlnnen bzw. deren Sorgeberechtigten das Informations-

schreiben inklusive Einwilligung und Datenschutzaufklarung.

2.4 Erstellung der Datenbank

2.4.1 Datenerfassung

Die Daten wurden elektronisch, pseudonymisiert erfasst. Dabei wurden alle
anamnestischen und klinischen Daten als Zahlenwerte verschlisselt. Die
Neutrophilenaktivierung wurde als auffallig oder unauffallig durch Zahlenwerte

verschlisselt.

2.4.2 Anamnestische und klinische Daten

Es wurden folgende anamnestische und klinische Daten erfasst, sofern diese bekannt

waren:

Fiir CNO-Patientinnen:

- Alter in Jahren bei Einschluss

- Geschlecht (mannlich, weiblich)

- Manifestationszeitpunkt Monat/Jahr (bei unbekanntem Monat wurde Januar
festgelegt)

- Erkrankungsdauer (Manifestation bis Einschluss in Monaten)

- Befallsmuster (unifokal, multifokal)

- Klinische Krankheitsaktivitat (aktiv, inaktiv) (Beurteilung durch betreuenden Arzt)

- Krankheitsverlauf (monophasisch bzw. akut (Dauer < 6 Monate), chronisch aktiv

(Dauer > 6 Monate) oder rekurrierend bzw. chronisch rezidivierend)
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Arztliche Globaleinschatzung der Krankheitsaktivitat (= physician global) bei
Einschluss (1-10 visuelle Analogskala VAS)

Erstsymptome bei Manifestation und im Verlauf (Schmerz, Hyperostose, Fieber,
Arthralgie, Weichteilschwellung)

Begleitsymptome bei Manifestation und im Verlauf (weitere Hautveranderungen,
Arthritis, Fieber)

Auftreten von assoziierten Erkrankungen wahrend des gesamten Krankheits-
verlaufes (Palmoplantare Pustulosis PPP, Psoriasis, CED)

Therapie wahrend des gesamten Verlaufs und bei Einschluss [NSAR,
Bisphosphonate bei Einschluss bzw. in den letzten 3 Monaten), Biologika,
DMARDSs, systemische Steroide (bei Einschluss in den letzten 4 Wochen),
intraartikulare Steroide (bei Einschluss in den letzten 4 Wochen)]
Vitamin-D-Substitution bei Einschluss (ja, nein)

Bekannte entziindliche Vorerkrankungen in der Vorgeschichte (ja, nein)

familidare Belastung erstgradig Verwandter (rheumatologische Erkrankung,
immunologische Erkrankung, Immundefekt)

Impfungen (Grundimmunisierung aufer SARS-CoV2) nach Impfempfehlung der

Standigen Impfkommission erhalten (ja, nein)

Fiir JIA-Patientinnen und immunologisch Gesunde (analog zu CNO-Patientinnen):

Alter in Jahren und bei Einschluss

Geschlecht (mannlich, weiblich)

Bekannte entzundliche Vorerkrankungen in der Vorgeschichte (ja, nein)
Vitamin-D-Substitution bei Einschluss (ja, nein)

familiare Belastung erstgradig Verwandter (rheumatologische Erkrankung,
immunologische Erkrankung, Immundefekt)

Impfungen (Grundimmunisierung aufler SARS-CoV2) nach Impfempfehlung der

Standigen Impfkommission erhalten (ja, nein)

Zusétzlich fir JIA-Patientinnen:

Manifestationszeitpunkt Monat/Jahr (bei unbekanntem Monat wurde Januar
festgelegt)

Erkrankungsdauer (Manifestation bis Einschluss in Monaten)

Klinische Krankheitsaktivitat (aktiv, inaktiv) (Beurteilung durch den betreuenden
Arzt)
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- Arztliche Globaleinschatzung der Krankheitsaktivitat (= physician global) bei
Einschluss (1-10 VAS)

- Therapie wahrend des gesamten Verlaufs und bei Einschluss [NSAR,
Bisphosphonate bei Einschluss bzw. in den letzten 3 Monaten), Biologika,
DMARDs, systemische Steroide (bei Einschluss in den letzten 4 Wochen),

intraartikulare Steroide (bei Einschluss in den letzten 4 Wochen), JAK-Inhibitoren]

2.5 MRT-Befundung

Die vorliegenden MRT-Befunde wurden Uberwiegend von der Kinderradiologie des
Universitatsklinikums Augsburg erhoben. Extern erhobene Befunde wurden ggf. in
Bezug auf die nachstehenden Merkmale in Zusammenarbeit mit der Kinderradiologie

nachbefundet.

Fiir die Studie erhoben wurden folgende Daten:

- MRT bei Manifestation (ja, nein) bzw. inklusive in den ersten 6 Monaten nach
Manifestation; wenn ja: lokal oder Ganzkérper-MRT

- MRT-Kontrollen im Verlauf (ja, nein)

- Anzahl vorhandener Herde im MRT bei Manifestation sowie im Verlauf (kumulativ)

- Lokalisation bei Manifestation und im Verlauf: obere und untere Extremitaten,
Claviculae, Kiefer, Stamm aulRer Wirbelsaule, Wirbelkdrperbeteiligung

- strukturelle Wirbelkdrperveranderungen (ja, nein)

- Gelenkbeteiligung (ja, nein)

- Weichteilbeteiligung (ja, nein)

2.6 Materialgewinnung und Versorgung

Die erforderliche Blutentnahme erfolgte ausschlieRlich im Rahmen einer bereits
geplanten bzw. notwendigen Blutentnahme nach schriftlicher Einwilligung. Dabei wurden
zusatzlich ca. 1 ml EDTA-Blut (Ethylendiamintetraessigsaure-Blut) sowie ca. 1 ml
Natrium-Heparin-Blut nach Standard abgenommen und nach Abnahme der
Studienleitung Ubergeben. Es wurde zeitnah einem gesundem Kontrollprobanden
Natrium-Heparin-Blut abgenommen und das gesamte Material zusammen mit dem
Patientenblut umgehend bei Raumtemperatur in die entsprechenden Labore verbracht
(Institut fur Labormedizin und Mikrobiologie, Universitatsklinikum Augsburg bzw. Labor
Becker MVZ, Minchen; Immundiagnostisches Labor, Umweltmedizin,

Universitatsklinikum  Augsburg; Forschungslabor  II. Medizinische  Klinik,
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Universitatsklinikum Augsburg). Dort wurde das Material innerhalb der nachsten

24 Stunden verarbeitet.

2.7 Laboruntersuchungen

Zur immunologischen Charakterisierung der Patientinnen wurden erweiterte
immunologische Routine-Parameter, die Bestimmung der Neutrophilenaktivierung sowie

eine Lymphozytendifferenzierung durchgefihrt.

2.7.1 Immunologische Routine-Untersuchungen

Eine Ubersicht der untersuchten Routine-Laborwerte gibt Tabelle 4. Dabei wurden CRP-
Werte mit <0,06 mg/dl als 0,06 mg/dl sowie IL-6-Werte mit <3,5 pg/ml als 3,5 pg/ml
definiert. Bei den ANA wurden Titer mit ,<* als ,=* definiert. Bei allen anderen Variablen

wurden die Ist-Werte in die Datenbank Gbernommen.

Tabelle 4: Ubersicht der untersuchten Routine-Laborwerte

Leukozyten Hamoglobin Thrombozyten
CRP BSG IL-6
slL-2-Rezeptor R2- ANA
Mikroglobulin
IgG IgM IgA
IgG1 IgG2 1gG3 IgG4
Vitamin D3

Abkurzungen: ANA antinukledre Antikérper, BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit, CRP C-reaktives Protein,

Ig Immunglobulin, IL Interleukin, s Islich

2.7.2 Neutrophilenaktivierung

Die Neutrophilenaktivierung wurde mit einem zertifizierten Kit (FagoFlowEx Kit, exbio
bzw. Phagoburst, Glycotope Biotechnology) mittels Durchflusszytometrie (Navios,
Coulter)

Sauerstoffradikale, die durch aktivierte neutrophile Granulozyten gebildet werden,

Beckman mittels Messung der DHR (Dihydrorhodamine)-markierten

bestimmt. Dabei wurden die Ergebnisse als ,unauffallig® bzw. ,auffallig“ befundet.

2.7.3 Lymphozytendifferenzierung

Die Lymphozytendifferenzierung erfolgte, mittels Immunphanotypisierung. Dabei wurden
am Durchflusszytometer (Navios Beckman Coulter®, 10 Farben) dot plots fur die zu
untersuchenden Zellpopulationen erstellt sowie die absoluten Zellzahlen der

Gesamtlymphozyten, B-, T- und NK-Zellen mit deren Subgruppen bestimmt.
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Die

Zielantigenen/Oberflachenmarkern,

in Tabelle 5 mit

die durch Zugabe entsprechender Antikérper

untersuchten Zellgruppen sind den dazugehdrigen

durchflusszytometrisch differenziert wurden, aufgefihrt. Eine Ubersicht ber die
verwendeten Antikérper und die entsprechenden Farbstoffe findet sich unter Appendix
VII. Dabei wurden vier Reagiergefalle nach Probenaufbereitung, Zugabe der Antikorper
mit Farbung und Waschung untersucht. Als Antikdrper-Negativ-Kontrolle wurde die
Fluoreszenz-minus-one (FMO)-Methode verwendet. Zur Kalkulation der absoluten
Zellzahlen wurden beads der Firma Beckman Coulter benutzt. Zur Berechnung des
Th17/Treg-Verhaltnisses (ratio) wurden CD4+ Treg-Werte verwendet.

Die Gating-Strategien der einzelnen Reagiergefale sind Abbildung 3 bis Abbildung 6

zu entnehmen.

Tabelle 5: Auflistung der bestimmten Lymphozytensubpopulationen mit entsprechenden

Oberflachenmarkern (blau markiert)

CD45+/SSC low
Lymphozyten:
Subgruppe: NK-
B- Lympho- | T- Lympho- ahnliche T-
Zellen
zyten zyten (NKT-
Zellen)
Oberflachen- CD3+
marker: CD19+ CD3+ CD56+
CD19+
B-Zellen:
Subgruppe: Transit- Nicht Klassenge-
. . klassenge-
Naive B- ionale B- wechselte
wechselte . }
Zellen Zellen N : Gedachtnis
Gedachtnis
- B-Zellen
- B-Zellen
Oberflachen- IgD+, CD24++ gD+ IgD-
marker: CD27- CD38++ CD27+ CD27+
CD3+CD4+
T-Lymphozyten
(:T-
Helferzellen):
Subgruppe: g Effektor
. Zent_r.ale . Effelitor . Gedachtnis | Aktivierte
Naive Gedachtnis | Gedachtnis | RA+ Gedichtnis
T-Helfer- -T-Helfer- -T-Helfer-
T-Helfer- -T-Helfer-
zellen zellen zellen zellen zellen
(CM) (EM) (EMRA)
2gf$f_°he"' CD62L+, | CD62L+ CD62L-, CD62L- g(';eAr'Dm
’ CD45RA+ CD45 RA- CD45RA- CD45RA+ CD69+
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Subgruppe: Aktivierte ﬁllt(;l;/_lerte Aktivierte Terminale Low- High-
frihe T- mediére T- spate T- Effektor-T- | exhausted | exhausted
Helfer- Helfer- Helfer- Helfer- T-Helfer- T-Helfe-
zellen zellen zellen zellen rzellen
zellen
Oberflachen- CD28+ CD28- CD28- CD279- CD279+ CD279+
marker: CD27+ CD27+ CD27- CD57+ low high
Subgruppe: | 1. Th2-T- OXOR3* | hzr. | RS
Helfer-zelle | Helferzelle Helferzelle
Helferzelle Helferzelle
Oberfla.chen- CXCR3+ CCRA4+ CXCR3+ CCRA+ CXCR3+
marker: CCR4+ CCR4+
CCR5+ CCR5- CCR5- CCR5- CCR5-
CCRG6- CCR6- CCR6+
CCR6- CCR6+
Subgruppe: Naive Gedichtnis Gedachtnis
Treg- T - T-Helfer-
reg- -Treg-
Helfer- Stamm-
Helfer- Helfer-
zellen zellen sellen zellen
(TSCM)
Oberflachen- CD25++ CD25++
marker: cpaste | cotzriow | cotzziow | 250
CD45RA+ CD45RA-
CD3+CD8+
T-Lymphozyten
(= zyto-
toxische
T-Zellen):
Subgruppe: } Zyto-
. Zentrale, Zytp toxische Aktivierte,
Naive, zyto- toxische Effektor 2yto-
zyto- toxische Effektor- Gedichtnis | toxische
toxische T- | Gedachtnis | Gedachtnis | RA+ T- Gedichtnis
Zellen - T-Zellen - T-Zellen
Zellen - T-Zellen
(CM) (EM) (EMRA)
2g$$f_°he“' CD62L+, | CDe2L+ | cDe2L- | cDe2L- g('j'?r'Dm
’ CD45RA+ CD45 RA- CD45RA- CD45RA+ CD69+
Subgruppe: Aktivierte, . .
Aktivierte, inter- Aktivierte, Terminale, | Low- High-
. " N zyto- exhausted | exhausted
frihe zyto- | mediare spate zyto- toxische 2yto- 2yto-
Eg;;ﬁgﬁ tZoy;(i)s-che tTO-)EZﬁZﬁ Effektor- toxische toxische
T-Zellen T-Zellen T-Zellen
T-Zellen
Oberflachen- CD28+ CD28- CD28- CD279- CD279+ CD279+
marker: CD27+ CD27+ CD27- CD57+ low high
Subgruppe: Zyto-
Zyto- Naive, tZOBQic; -che toxische
toxische zytg- Gedachtnis Gedachtnis
Treg- toxische Treq- - T-Stamm-
Zellen Treg-Zellen Zellgn zellen
(TSCM)
Oberflachen- CD25++ CD25++
marker gpaste | cotzriow | cotzziow | 207
CD45RA+ CD45RA-
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CD3-CD56+

NK-Zellen

Subgruppe: CD56dim CD56+ CD56bright
CD16bright | CD16+ CD16dim
NK-Zellen NK-Zellen NK-Zellen

Oberflachen- CD56dim CD56+ CD56bright

marker: CD16bright | CD16+ CD16dim

Abkirzungen: C(X)CR Chemokinrezeptor, CD cluster of differentiation, CM central memory, EM early
memory, EMRA effector memory RA+, HLA Humanes Leukozytenantigen, Ilg Immunglobulin, NK nattrliche

Killerzellen, Th T-Helferzelle, Treg regulatorische T-Zelle, TSCM stem cell-like memory T cell, SSC side

[CD19+] CD27-PE / 1gD-FITC Naive B-Zellen
“hghe: | | igDeCD27e: |
80.24
” Nicht-
klassen-

E.c ; gewechselte
Lymphozyten gesamt B-Lymphozyten s "'.‘_ kit Gedéchtnis-
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' o0 ° Tl

scatter count
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B- Zellen

CD27-PE
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i | g A " —
i CDT9e: 152655 o /
¢ W0’ 10 / Py
01998 g AT Ll ¢ T~ Transitionale
% : g“?f B-Zellen
g ; v
CD19+CD24+CD38+ transitional:|
NK-Zellen LI
gesamt o
o €D38-PCT
£
8
: NKT-Zellen
! 70
g, NK-Zell-
z Subgruppen

Abbildung 3: Gatingstrategie fur Lymphozyten gesamt sowie B-Lymphozyten gesamt mit B-Zell-
Subgruppen und NK-Zellen gesamt mit NK-Zell-Subgruppen (Reagiergefal® 1); die Gesamt-
Lymphozyten wurden im SSC/CD45 Plot nach Granularitdt durch Markierung des
Leukozytenmarkers CD45 abgegrenzt (CD45+/SSC low); durch Zugabe der entsprechenden
Oberflachenmarker (CD19, CD3, IgD, CD27, CD24, CD38, CD56, CD16) wurden die Subgruppen
bestimmt.

Abkurzungen: AF Alexa Fluor®, APC Allophycocyanin, CD cluster of differentiation, ECD Electron Coupled

Dye, FITC Fluorescein lIsothiocyanat, Ig Immunglobulin, SS side scatter, PB Pacific Blue®, PC
Phycoerythrin-Cyanin, PE Phycoerythrin

21



[Lymph] CD3-APC-AF750 / S5 INT
-
=
e
= CD4+
“ w0 [CB3+; 7.50% (T4 CD4SRA+CD62L> naiv]
[CD4+] COS7-PB  CD279-PC5.5 | [CD4+) CD27-APC / CD2B-PCT [CD4+] CO45RA-FITC / COB2L-ECD CD57-PB / CDOS-PE
- [ T4 CD27%high exhausted: 0.743 "4 CD28+: 4.804][T4 CD27+CD28+: T4 T4 CDASRA+CD6IL
T ‘ 5. 17% icpézL 72.21%
it “5,‘ o . 1w T4 [D57-C095+ TSCM: 0.59
o e - . 0 10 6?\;‘7 4* 4 i %
CDI-APC-AFT" ] s o} ] al 2 w
CD3+ Lymphozyten E " T4 CO27910w exhausted: 9.05% % - 2w CM naive ﬁ
a8 8 3 ]
s 4 w spéte inter- - 2
‘ §24"- |14 COS7+CD279- terminal mediare 1 EM EMRA
E"!(lﬂL‘: 0.29% - 10.00% {T4 CD27+: 0.03% 15.34% T4 CD45RA+: 0.89%
" " " L w0 10" 1w w0’ w w w @’
CD8+ T-Lymphozyten cosr-be €027-4PC COSRAFITC cos7-p8
o lcos] cosreorange s cos arro0 CD4+ T-Zellen Aktivierte CD4+ Gedéchtnis-CD4+ Gedéchtnis-CD4+ T-
D4+CDE+ DP: 0.25% T-Zellen T-Zellen Stammzellen (TSCM)
W
g
g
31
.91 :
i . w ’
hafrorange cD8+
CD4+ T-Lymphozyten [T8 CD4SRA-CD62Le naiv]
[CD8+) CDST-PB / CO2T9-PCS.S ~ [CD8+] CD27 AE / CD28-PC7 [CD8+) CD4SRA-FITC / CD62L-ECD ” CD57-P8 / CD95-PE
T8 COZ70high exhausted: 0 61k ""Y78 CD28+: 2.90% | T8 CD27-CD28) s [ T8 CD4SRASCD62Le:
' ~: 84.90% icosaL 80.57
e o . L DS7-CD95+ TSCM: 1.81%
ol Yk '15.61% ’
9 ~ % s [
R L Fomnw exhausted: 15.714 E ” fr'ge E «] CM naive 3
g e 8 i 3 8
N, 4 { spate | inter- =
w
. i mediare "
etector: 3000 i T8 CD27+: { EM EMRA
Bt - p! 78%) ia 13.90% T8 CD45RA+: 9.91%
CosT-PR v w lad w w w " 10’
S CD4SRA-FITC 05708
CD8+ T-Zellen Aktivierte CD8+ Gedachtnis-CD8+ Gedéachtnis-CD8+ T-
T-Zellen T-Zellen Stammzellen (TSCM)

Abbildung 4: Gatingstrategie fiir CD4+ und CD8+ T-Zellen mit Subgruppen (Reagiergefald 2); nach Markierung der T-Lymphozyten mit CD3, CD4 und
CD8 erfolgte die Differenzierung in die entsprechenden Subgruppen mittels CD27, CD28, CD45RA, CD62L, CD57, CD279 und CD95.

Abkirzungen: AF Alexa Fluor®, APC Allophycocyanin, CD cluster of differentiation, CM central memory, ECD Electron Coupled Dye, EM early memory, EMRA early

memory RA+, FITC Fluorescein Isothiocyanat, FS forward scatter, KrO Krome Orange, PB Pacific Blue®, PC Phycoerythrin-Cyanin, PE Phycoerythrin, SS side scatter,
TSCM stem cell-like memory T cell, T4 CD4+-T-Helferzelle, T8 CD8+-zytotoxische T-Zelle
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Abbildung 5: Gatingstrategie fir regulatorische T-Zellen und deren Subgruppen sowie aktivierte
T-Zellen (Reagiergefal 3); Nach Markierung der T-Lymphozyten mit CD3, CD4 und CD8 erfolgte
die Differenzierung der Treg bzw. aktivierten T-Zellen mittels HLA-DR, CD69, CD25, CD127 und
CD45RA.

Abkirzungen: AF Alexa Fluor®, APC Allophycocyanin, CD cluster of differentiation, ECD Electron Coupled
Dye, FITC Fluorescein Isothiocyanat, FS forward scatter, HLA Humanes Leukozytenantigen, KrO Krome
Orange, PB Pacific Blue®, PC Phycoerythrin-Cyanin, PE Phycoerythrin, SS side scatter, Treg regulatorische
T-Zelle, T4 CD4+-T-Helferzelle, T8 CD8+-zytotoxische T-Zelle
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Abbildung 6: Gatingstrategie fur Th1, Th2 und Th17 mit Subgruppen (Reagiergefal} 4); Nach
Markierung der T-Helferzellen mit CD3 und CD4 erfolgte die Bestimmung der Th1, Th2 und Th17
mittels CXCR3, CCR4, CCR5 und CCR6.

Abkirzungen: AF Alexa Fluor®, APC Allophycocyanin, C(X)CR Chemokinrezeptor, CD cluster of
differentiation, ECD Electron Coupled Dye, FITC Fluorescein Isothiocyanat, FS forward scatter, KrO Krome

Orange, PB Pacific Blue®, PC Phycoerythrin-Cyanin, PE Phycoerythrin, SS side scatter, Th T-Helferzelle

2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in enger Zusammenarbeit mit der
statistischen Beratung (Dr. Stefan Schiele; Lehrstuhl fir Rechnerorientierte Statistik und
Datenanalyse am Institut fir Mathematik; Universitat Augsburg), die die statistischen
Berechnungen durchfiihrte (Software: R, Version 4.2.1). Die statistische Interpretation
der Daten erfolgte gemeinsam.

Es wurde ein nichtparametrischer, gepaarter Wilcoxon-Test verwendet. Die p-Werte
beziehen sich dabei auf den generellen Unterschied in der Verteilung mit Vergleich der
zentralen Tendenzen zweier abhangiger Stichproben. Verglichen wurden jeweils die
entsprechenden Variablen der CNO-Patientinnen mit JIA-Patientinnen bzw. der CNO-
Patientinnen mit den immunologisch gesunden Kontrollen. Als statistisch signifikant

wurden p-Werte < 0,05 gewertet. Der Median wurde mit dem unteren und oberen Quartil
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angegeben. Weitere deskriptive Ergebnisse wurden als Mittelwert und minimalen bzw.
maximalen Messwert (Min-Max) aufgelistet. Zur Beurteilung von Assoziationen und
klinischen Merkmalen wurden die Ergebnisse der CNO-Gruppe nach Erkrankungsdauer
(= bzw.> 12 Monate), Krankheitsaktivitat (aktiv bzw. inaktiv) sowie Therapiestatus bei

Einschluss (ohne bzw. mit) in Subgruppen stratifiziert und deskriptiv dargestellt.

3 Ergebnisse

3.1 Anamnestische und klinische Daten der Studienpopulationen
In die Studie wurden zwischen September 2021 und Marz 2023 16 CNO-Patientinnen

im Alter zwischen 6-15 Jahren mit einem medianen Alter von 12,5 Jahren sowie jeweils
16 nach Alter und Geschlecht gematchte JIA-Patientinnen und immunologisch Gesunde
eingeschlossen (Anzahl insgesamt n = 48). Die mediane Altersabweichung der
Kontrollpatientinnen betrug 3 Monate. Die allgemeinen und anamnestischen

Charakteristika sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Allgemeine und anamnestische Charakteristika der Studienpopulationen

CNO JIA Gesunde

n 16 16 16
Alter bei Einschluss (Jahre)

Median 12,5 13 12,5
Geschlecht (n)

Weiblich 12 12 12

mannlich 4 4 4
Vitamin D-Substitution (n)

Ja 7 2 2

nein 9 4 10

unbekannt 0 10 4
Impfstatus (Grundimmunisierung) (n)

ja 15 12 10

nein 0 2 1

unbekannt 1 2 5
Entziindliche Vorerkrankungen (n)

Ja 0 3 0

nein 16 13 16
Familiare Belastung (n)

Ja 6 7 6

nein 10 9 10

Abkirzungen: CNO chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis, Gesunde Gesunde Kontrollen, JIA juvenile

idiopathische Arthritis, n Anzahl

Eine Ubersicht Uber die wichtigsten klinischen Charakteristika der CNO- und JIA-

Patientinnen gibt Tabelle 7.
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Tabelle 7: Klinische Charakteristika der CNO- und JIA-Patientinnen

CNO JIA

Erkrankungsdauer in Jahren bei
Einschluss
Median 1,8 5,3
Erkrankungsdauer (n)
<=12 Monate 4
> 12 Monate 12 15
Krankheitsaktivitat bei
Einschluss (n)
aktiv 7 2
inaktiv 9 14
Verlauf (nur CNO) (n)
monophasisch (akut)
Chronisch
rekurrierend bzw. chronisch
rezidivierend
Bisherige Therapie (kumulativ; n)
NSAR
DMARD
Biologikum
Bisphosphonat
JAK-Inhibitor
Steroide
systemisch
intraartikular
keine
Therapie bei Einschluss (n)
NSAR
DMARD
Biologikum
Bisphosphonat
JAK-Inhibitor
Steroide
systemisch
intraartikular

oo ~N -

OR~NO-=-
QO 00w

[N e
[@=Né) Nes]

OO -~~0©
O WwW-0

[N eNe]
OO

keine

Befallsmuster (nur CNO) (n)
Unifokal 0 -
multifokal 16

Assoziierte Begleiterkrankungen

(nur CNO) (n)

Erstsymptome (nur CNO) (n)
Schmerz
Weichteilschwellung
Hyperostose
Arthralgien

Gelenkbeteiligung (nur CNO) (n)
ja
nein

Arztliche Globaleinschitzung

bei Einschluss (0-10 VAS)

Median 1,0 1,5

Abkilrzungen: CNO chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis, DMARD Disease Modifying Anti-Rheumatic
Drug, JAK Januskinase, JIA juvenile idiopathische Arthritis, n Anzahl, NSAR nicht-steroidale Antirheumatika

o
1

Awolo

NN
1
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3.2 MRT-Befundung

Alle CNO-Patientinnen bis auf einen erhielten initial (erste 6 Monate) ein lokales MRT,
13 auch im Verlauf ein Ganzkorper-MRT. Eine Ubersicht tiber die entsprechenden MRT-

Befunde zeigt Tabelle 8.

Tabelle 8: MRT-Befunde der CNO-Patientlnnen; + = vorhanden, - = nicht vorhanden.

CNO- Herde Lokalisation Strukturelle Gelenk- Weichteil-
Pat.-Nr. | kumulativ (n) WK- beteiligung beteiligung
OE | UE | WK | S | Veridnderung

1 22 + | + - |+ - + -

2 7 - + - - - + -

3 2 - + - - - - +
4 2 - + - | - - + +
5 14 + |+ - |+ - -

6 8 + | + - |+ - - -

7 11 - + + |+ - + +
8 3 - - + | - - - +
9 6 - - + |+ - - -
10 6 - + + |+ + - -
1 10 - + + |+ - - -
12 6 + | + + |+ + - +
13 14 + | + + - - +
14 8 - + + |+ - - +
15 6 -+ 0+ |+ - - +
16 3 - |+ - |- - - +

Abkirzungen: CNO chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis, CNO-Pat.-nr. CNO-Patientinnen-Nummer, n
Anzahl, OE obere Extremitdt, S Sonstige (alles aufler OE, UE oder WK), UE untere Extremitat, WK
Wirbelkérper

3.3 Laborergebnisse

3.3.1 Immunologische Routine-Untersuchungen

Hier fanden sich signifikante Unterschiede im Wilcoxon-Test im Vergleich zwischen
CNO-Patientinnen und Gesunden bei den folgenden Variablen: Hamoglobin-Gehalt
(p=0,010), CRP (p=0,018), BSG (p=0,019), IgA (p=0,018), IgG2 (p=0,033) (siehe auch
Tabelle 9). Im Vergleich CNO-Patientinnen zu JIA-Patientinnen zeigte sich ein
signifikanter Unterschied bei den Werten fir das IgG1 (p=0,035) (siehe auch Tabelle
10). Keine Unterschiede bestanden bei: Leukozyten, Thrombozyten, IL-6, slL2-
Rezeptor, beta2-Mikroglobulin, ANA-Titer, IgG gesamt, IgM, IgG3, IgG4 und Vitamin-D3-

Spiegel zwischen der CNO-Gruppe und den jeweiligen Kontrollgruppen.

27



Tabelle 9: Dargestellt sind Median, minimaler und maximaler Messwert und p-Wert (Wilcoxon-
Test) der immunologischen Routine-Untersuchungen der CNO-Patientinnen im Vergleich zu

Gesunden. Signifikante p-Werte sind rot markiert.

CNO Gesunde p-Wert

Median Median
Min-Max Min-Max

Leuko (/nl) 6,2 6,2 0,756
4,3-9,9 4,4-8,8

Hb (g/l) 123,5 132,5 0,010
111,0-149,0 119,0-161,0

Thrombo (/nl) 295,0 284.5 0,464
201,0-539,0 131,0-418,0

CRP (mg/dl) 0,1 0,1 0,018
0,1-1,6 0,1-0,6

BSG (mm/h) 7,0 2,0 0,019
2,0-23,0 2,0-8,0

IL-6 (pg/ml) 3,5 3,5 0,181
3,5-14,0 3,5-3,5

slL-2-Rez (U/ml) 271,0 304,0 0,925
124,0-1049,0 174,0-719,0

R2-Mikroglob (mg/l) 1,5 1,6 0,464
1,1-2,0 1,1-2,4

ANA (:100 Titer) 100 100 0,161
0-1600 0-400

IgG (mg/dl) 1085,0 955,5 1,00
625,0-1560,0 678,0-1820,0

IgM (mg/dl) 85,8 105,0 0,330
47,0-188,0 45,0-273,0

IgA (mg/dl) 185,0 99,7 0,018
65,0-259,0 63,0-211,0

IgG1 (mg/dl) 651,0 584,0 0,638
447,0-825,0 384,0-944,0

IgG2 (mg/dl) 304,0 260,0 0,035
145,0-494,0 151,0-746,0

IgG3 (mg/dl) 39,0 50,0 0,245
15,0-67,0 22,0-148,0

IgG4 (mg/dl) 39,4 31,5 0,583
10,4-143,9 2,0-140,5

Vitamin D3 (ng/ml) 25,5 18,0 0,115
16,0-49,7 6,0-37,0

Abkiirzungen: ANA antinukleare Antikorper, BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit, CNO chronisch nicht-
bakterielle Osteomyelitis, CRP C-reaktive Protein, Hb Hamoglobin, Ig Immunglobulin, IL-Interleukin, JIA
juvenile idiopathische Arthritis, Leuko Leukozyten, 32-Mikroglob 32-Mikroglobulin, Min-Max minimaler und

maximaler Messwert, n Anzahl, sIL-2-Rez I6slicher Interleukin-2-Rezeptor, Thrombo Thrombozyten
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Tabelle 10: Dargestellt sind Median, minimaler und maximaler Messwert und p-Wert (Wilcoxon-
Test) bei den immunologischen Routine-Untersuchungen der CNO-Patientinnen im Vergleich mit

JIA-Patientinnen. Signifikante p-Werte sind rot markiert.

CNO JIA p-Wert

Median Median
Min-Max Min-Max

Leuko (/nl) 6,2 7.4 0,215
4,3-9,9 5,9-10,0

Hb (g/l) 123,5 131,0 0,051
111,0-149,0 114,0-151,0

Thrombo (/nl) 295,0 286,0 0,623
201,0-539,0 212,0-411,0

CRP (mg/dl) 0,1 0,1 0,142
0,1-1,6 0,1-0,7

BSG (mm/h) 7,0 4,5 0,091
2,0-23,0 2,0-17,0

IL-6 (pg/ml) 3,5 3,5 0,106
3,5-14,0 3,5-7,5

slL-2-Rez (U/ml) 271,0 355,0 0,273
124,0-1049,0 217,0-417,0

R2-Mikroglob (mg/l) 1,5 1,4 0,469
1,1-2,0 1,1-1,8

ANA (:100 Titer) 100 320 0,609
0-1600 0-400

IgG (mg/dl) 1085,0 1219,0 0,175
625,0-1560,0 858,0-1720,0

IgM (mg/dl) 85,8 96,5 0,820
47,0-188,0 45,0-278,0

IgA (mg/dl) 185,0 134,0 0,144
65,0-259,0 55,0-423,0

IgG1 (mg/dl) 651,0 743,0 0,033
447,0-825,0 532,0-1120

IgG2 (mg/dl) 304,0 276,5 0,600
145,0-494,0 161,0-582,0

IgG3 (mg/dl) 39,0 445 0,256
15,0-67,0 17,0-118,0

IgG4 (mg/dl) 39,4 37,4 0,454
10,4-143,9 5,5-168,0

Vitamin D3 (ng/ml) 25,5 19,6 0,121
16,0-49,7 6,8-42,0

Abkirzungen: ANA antinukledre Antikorper, BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit, CNO chronisch nicht-
bakterielle Osteomyelitis, CRP C-reaktive Protein, Hb Hamoglobin, Ig Immunglobulin, IL Interleukin, JIA
juvenile idiopathische Arthritis, Leuko Leukozyten, 32-Mikroglob 32-Mikroglobulin, Min-Max minimaler und

maximaler Messwert, n Anzahl, sIL-2-Rez I6slicher Interleukin-2-Rezeptor, Thrombo Thrombozyten

Die Ergebnisse der Routine-Laborparameter der CNO-Patientinnen wurden nach
Erkrankungsdauer, Krankheitsaktivitdt und Therapiestatus stratifiziert und sind in
Tabelle 11 abgebildet. Die ANA sowie Vitamin D3 wurden hier nicht mitgefiihrt, da diese

nicht als Aktivitdtsmarker oder Biomarker geeignet sind.
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Tabelle 11: Dargestellt sind Median und minimaler und maximaler Messwert der Routine-
Laborparameter der CNO-Patientinnen nach Unterteilung in Erkrankungsdauer <12 bzw. >12

Monate, Krankheitsaktivitat aktiv bzw. inaktiv und Therapiestatus ohne bzw. mit Therapie bei

Studieneinschluss.

<12 >12 aktiv inaktiv ohne mit
Monate Monate Therapie Therapie
(n=4) (n=12) (n=7) (n=9) (n=6) (n=10)
Median Median Median Median Median Median
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
Leuko 75 5,9 7,3 6,0 6,2 6,2
(/nl) 6,1-9,9 4,3-9,2 5,7-9,9 4,3-9,2 5.2-9.9 4,3-9,2
Hb (g/l) 122,0 126,5 124,0 123,0 121,0 125,5
112,0- 111,0- 111,0- 112,0- 117,0- 111,0-
127,0 149,0 138,0 149,0 149,0 138,0
Thr (/nl) 305,0 295,0 277,0 310,0 264,0 303,5
277,0- 201,0- 201,0- 246,0- 201,0- 235,0-
539,0 406,0 539,0 369,0 369,0 539,0
CRP 0,4 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
(mg/dl) 0,1-1,3 0,1-1,6 0,1-1,3 0,1-1,6 0,1-0,7 0,1-1,6
BSG 20,5 3,0 12,0 3,0 55 12,0
(mm/h) 8,0-23,0 2,0-16,0 2,0-23,0 2,0-23,0 2,0-12,0 2,0-23,0
IL-6 7,7 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
(pg/ml) 3,5-14,0 3,5-6,3 3,5-14,0 3,5-4,8 3,5-11,8 3,5-14,0
slL-2- 576,5 2415 285,0 268,0 286,5 257,0
Rez 260,0- 124,0- 124,0- 180,0- 180,0- 124,0-
(U/ml) 1049,0 322,0 1049,0 738,0 1049,0 738,0
R2- 1,7 1,5 1,5 1,5 1,5 1,6
Mikrogl 1,4-2,0 1,1-2,0 1,1-1,9 1,1-2,0 1,4-1,9 1,1-2,0
(mg/l)
IgG 1080,0 1121,5 1080,0 1100,0 1151,5 994,0
(mg/dl) 625,0- 857,0- 625,0- 857,0- 1080,0- 625,0-
1090,0 1560,0 1190,0 1560,0 1560,0 1230,0
igM 88,3 84,0 86,6 83,0 119,0 84,8
(mg/dl) 76,0-150,0 | 47,0-188,0 § 53,0-180,0 | 47,0-188,0 § 47,0-188,0 | 53,0-169,0
IgA 166,0 185,0 199,0 152,0 174,5 185,0
(mg/dl) 98,0-255,0 | 65,0-259,0 115,0- | 65,0-259,0 § 89,0-259,0 | 65,0-255,0
255,0
IgG1 672,0 635,0 635,0 638,5 722,0 598,0
(mg/dl) 470,0- 447 ,0- 470,0- 447 ,0- 635- 447 ,0-
722,0 825,0 791,0 825,0 820,0 825,0
IgG2 341,0 304,0 289,0 307,5 304,0 299,0
(mg/dl) 287,0- 145,0- 231,0- 145,0- 244,0- 145,0-
494,0 436,0 494,0 369,0 436,0 494,0
IgG3 45,5 36,0 47,0 37,5 47,0 37,5
(mgl/dl) 36,0-58,0 15,0-67,0 17,0-67,0 15,0-63,0 34,0-63,0 15,0-67,0
IgG4 30,8 60,4 374 63,6 88,5 33,3
(mg/dl) 18,5-101,0 | 10,4-143,9] 12,2-143,9 10,4-88,5 ] 20,4-143,9 10,4-76,2

Abkurzungen: ANA antinukledre Antikorper, BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit, CNO chronisch nicht-
bakterielle Osteomyelitis, CRP C-reaktive Protein, Hb Hadmoglobin, Ig Immunglobulin, IL Interleukin, JIA
juvenile idiopathische Arthritis, Leuko Leukozyten, R2-Mikroglob R2-Mikroglobulin, Min-Max minimaler und

maximaler Messwert, n Anzahl, slL-2-Rez |6slicher Interleukin-2-Rezeptor, Thr Thrombozyten, Vit Vitamin
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3.3.2 Neutrophilenaktivierung
Keine von den untersuchten (16 x CNO, 14 x JIA, 14 x Ges) Laborproben zeigte

Auffalligkeiten in der Neutrophilenaktivierung (oxidative burst). Somit ergab sich kein
Hinweis auf eine Granulozytenfunktionsstérung. Bei vier Patientlnnen war eine
Untersuchung aus labortechnischen Grinden nicht moglich, da zum
Rekrutierungszeitpunkt die Analytik aufgrund zu niedriger Temperaturen in den

Laborrdumen technisch nicht gelang.

3.3.3 Lymphozytendifferenzierung

Signifikant erhéhte Werte fanden sich im Wilcoxon-Test bei den CNO-Patientinnen im
Vergleich zu Gesunden bei Effektor-Gedachtnis-RA+-T-Helferzellen (EMRA) (p=0,002),
low-exhausted T-Helferzellen (p=0,029), Treg-Helferzellen (p=0,039), naiven Treg-
Helferzellen (p=0,021), zytotoxischen Effektor Gedachtnis- RA+-T-Zellen (EMRA)
(p=0,034), zytotoxischen Treg-Zellen (p=0,003) und naiven, zytotoxischen Treg-Zellen
(0,003).

Die CD56+CD16+ NK-Zellen waren im Vergleich von CNO-Patientinnen mit Gesunden
signifikant vermindert (p=0,049). Die Th17/Treg Ratio (CD4+) zeigte sich bei CNO-
Patientinnen im Vergleich zu JIA-Patientinnen ebenso signifikant vermindert (p=0,034).
Bei den anderen Subpopulationen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen CNO- und JIA-Patientinnen bzw. Gesunden.

Die Ergebnisse der entsprechenden Lymphozytensubpopulationen, bei denen
signifikante Unterschiede bestanden, sind in Abbildung 7, Abbildung 8 und Abbildung
9 als boxplots inklusive der signifikanten p-Werte dargestellt.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Angabe der Laborwerte der
Lymphozytensubpopulationen, fur die keine signifikanten Unterschiede ermittelt wurden,

verzichtet.
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Abbildung 7: Boxplots der Messwerte (mit unterer und oberer Quartile) der EMRA-T-
Helferzellen, zytotoxischen EMRA-T-Helferzellen sowie low exhausted T-Helferzellen der CNO-
Patientinnen (orange), gesunden Kontrollen (blau) sowie JIA-Patientinnen (gelb). Der Median ist

als waagrechter Strich, der Mittelwert als ausgeflllter Punkt eingezeichnet. Ebenso sind

signifikante p-Werte (Wilcoxon-Test) markiert.

Abkirzungen: CNO chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis, EMRA Effektor-RA+-Gedachtniszelle,

Gesund gesunde Kontrolle, JIA juvenile idiopathische Arthritis, p Signifikanzwert
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Abbildung 8: Boxplots der Messwerte (mit unterer und oberer Quartile) der Treg-Helferzellen,
zytotoxischen Treg-T-Zellen sowie naiven Treg-Helferzellen und naiven zytotoxischen Treg-
Zellen der CNO-Patientinnen (orange), gesunden Kontrollen (blau) sowie JIA-Patientinnen (gelb).
Der Median ist als waagrechter Strich, der Mittelwert als ausgefillter Punkt eingezeichnet.
Ebenso sind signifikante p-Werte (Wilcoxon-Test) markiert.

Abkirzungen: CNO chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis, JIA juvenile idiopathische Arthritis, p
Signifikanzwert, Treg regulatorische T-Zelle
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Abbildung 9: Boxplots der Messwerte (mit unterer und oberer Quartile) der Th17/Treg Ratio
sowie CD56+CD16+ NK-Zellen der CNO-Patientinnen (orange), gesunden Kontrollen (blau)
sowie JIA-Patientinnen (gelb). Der Median ist als waagrechter Strich, der Mittelwert als

ausgefullter Punkt eingezeichnet. Ebenso sind signifikante p-Werte (Wilcoxon-Test) markiert.

Abkirzungen: CD cluster of differentiation, CNO chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis, JIA juvenile

idiopathische Arthritis, p Signifikanzwert, Th T-Helferzelle, Treg regulatorische T-Zelle

Die Ergebnisse der Lymphozytensubpopulationen wurden bei der CNO-Gruppe analog
zu den oben aufgefiihrten Routine-Laborparametern nach Erkrankungsdauer,
Krankheitsaktivitdt und Therapiestatus stratifiziert. In Tabelle 12 werden die
stratifizierten Subpopulationen inklusive der Th17/Treg Ratio aufgefiihrt, die im Vergleich
der CNO-Gruppe entweder mit der JIA-Gruppe oder der Gruppe der Gesunden
signifikante Unterschiede zeigten. Aufgrund der geringen Fallzahlen wurden keine
weiteren statistischen Berechnungen durchgefiihrt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
wurde auf die Darstellung der Lymphozytensubpopulationen, die im Vergleich CNO- mit

JIA-Patientinnen bzw. Gesunden nicht signifikant waren, auch hier verzichtet.
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Tabelle 12:

Lymphozytensubpopulationen der CNO-Patientinnen nach Unterteilung in Erkrankungsdauer <12

Dargestellt sind Median und minimaler und maximaler Messwert von

bzw. >12 Monate, Krankheitsaktivitdt aktiv bzw. inaktiv und Therapiestatus ohne bzw. mit

Therapie  bei

Lymphozytensubpopulationen,

Patientlnnen bzw.

Studieneinschluss

die

(Absolutwerte/pl).

im Vergleich zwischen CNO-Patientinnen und JIA-

Gesunden signifikante Unterschiede aufwiesen.

Aufgelistet

sind

nur die

<12 >12 aktiv inaktiv ohne mit
Monate Monate Therapie | Therapie
(n=4) (n=12) (n=7) (n=9) (n=6) (n=10)
Median Median Median Median Median Median
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
EMRA-T- 10,4 19,8 12,9 21,9 16,1 18,3
Helferzellen 3,7-39,6 | 5,2-115,6 3,7-51,7 | 5,2-115,6 45-517 | 3,7-115,6
Zytotoxische 69,4 65,7 65,8 52,7 55,0 80,5
EMRA 16,0-96,3 17,7- 16,0- 117,7-1 16,0-73,7 17,7-
T-Zellen 155,7 155,7 101,6 155,7
Low- 164,0 161,0 145,5 174,7 161,0 153,7
exhausted 111,2- 49,3- 111,2- 49,3- 134,8- 49,3-
T-Helferzellen 199,3 204,7 199,3 204,7 2047 199,3
Treg- 741 76,1 76,5 66,4 78,8 65,8
Helferzellen 64,0-81,1 46,1- | 50,4-86,7 46,1- 66,4- 46,1-
126,3 126,3 126,3 109,4
Naive 454 58,2 49,7 63,0 53,6 45,5
Treg- 37,2-49,8 24,7- | 34,7-58,8 24,7-) 37,6-83,6 24,7-
Helferzellen 108,8 108,8 108,8
Zytotoxische 1,7 0,9 1,3 0,9 1,1 1,0
Treg-Zellen 0,9-3,5 0,3-3,0 0,3-3,5 0,6-2,8 0,3-3,5 0,6-3,0
Naive, 1,3 0,8 0,7 0,9 0,9 0,8
zytotoxische 0,5-3,1 0,2-3,0 0,3-3,1 0,2-2,0 0,3-3,1 0,2-3,0
Treg-Zellen
Th17/Treg 1,1 1,1 1,1 1,0 1,1 1,1
Ratio 0,6-1,3 0,7-2,7 0,6-1,5 0,7-2,7 0,6-1,5 0,7-2,7
CD56+CD16+ 136,0 89,5 99,0 86,0 84,5 124,5
NK-Zellen 65,0- 38,0- 53,0- 38,0- 51,0- 38,0-
220,0 172,0 220,0 172,0 108,0 220,0

Abkirzungen: EMRA Effektor Gedachtnis- RA+ T-Helferzellen, n Anzahl, NK natirliche Killerzellen, Min-

Max minimale und maximale Messwerte, Th T-Helferzellen, Treg regulatorische T-Zellen

Die bisher beim SAPHO-Syndrom beschriebenen Unterschiede zwischen SAPHO-
Patientinnen und gesunden Kontrollen betrafen NK-Zellen, Th17 und Treg-Zellen. Die
signifikanten Unterschiede bei Treg (CD4+ Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-
Zellen), naiven Treg (CD4+ Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-Zellen),
CD56+CD16+ NK-Zellen und der Th17/Teg Ratio wurden bereits oben beschrieben. Bei
den weiteren Treg-Subpopulationen, NK-Zellen sowie weiteren Subgruppen ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede, werden aber aufgrund des Vergleiches mit dem

SAPHO-Syndrom als boxplots in Abbildung 10 mit aufgefuhrt.

35



500
1

400
L

=

CD3-CD56+ NK-Zellen (1/ul)

CD56brightCD16dim NK-Zellen (1/ul)

CNO Gesund Ja CNO Gesund Jia

Thi7-Zellen (1)
00
1

CD56dimCD16bright NK-Zellen (1/ul)

' ' '
—_— —_— PR —

T T T T T T

CNO Gesund JIA CNO Gesund JIA
— o
| —_—
e H ' S
s ' ' H
! — @ | H
i . ER \
= ' 3
= '
g g g
H g .
& @
: '
: : ] -
€ '
E
g & - :
i ; B <
2 i V] ——
z H ' @ ]
R — 1 £ H
] | § .
8 24 : E oo :
. g 3
' R .
'
o _ E— g -

T T T T T T
CNO Gesund JIA CNO Gesund JIA

Abbildung 10: Boxplots der Messwerte (mit unterer und oberer Quartile) der Gedachtnis-Treg
(Helferzellen und zytotoxische Zellen), Th17, CD3-CD56+ NK-Zellen, CD56dimCD16bright bzw.
CD56brightCD16dim NK-Zellen der CNO-Patientlnnen (orange), gesunden Kontrollen (blau)
sowie JIA-Patientinnen (gelb). Der Median ist als waagrechter Strich, der Mittelwert als Punkt
eingezeichnet.

Abkurzungen: CD cluster of differentiation, CNO chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis, Gesund gesunde

Kontrolle, JIA juvenile idiopathische Arthritis, NK natlrliche Killerzelle, Th T-Helferzelle, Treg regulatorische
T-Zelle, Zytotox. Zytotoxische T-Zelle
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

In der Zusammenschau konnten wir Unterschiede in den immunologischen Routine-
Untersuchungen sowie in der Lymphozytendifferenzierung zwischen CNO-Patientinnen
und JIA-Patientinnen bzw. immunologisch Gesunden nachweisen.

Bei den immunologischen Routine-Untersuchungen zeigte sich eine signifikant erhdhte
Entzindungsaktivitat bei den CNO-Patientinnen im Vergleich zu Gesunden, wenn dies
auch nicht alle Entzindungswerte betraf. Im Vergleich zu den JIA-Patientinnen ergaben
sich keine spezifischen Unterschiede.

Ebenso bestanden signifikante Unterschiede in verschiedenen Lymphozytensubpopu-
lationen zwischen CNO-Patientinnen und gesunden Kontrollen. Diese betrafen Effektor-
Gedachtnis-RA+-T-Zellen sowie Treg-Zellen, low exhausted T-Helferzellen und
CD56+CD16+-NK-Zellen. Die Th17/Treg Ratio bei den CNO-Patientinnen war
gegenuber JIA-Patientinnen signifikant erniedrigt.

Somit konnte die Hypothese, dass sich Unterschiede in den Lymphozyten-
subpopulationen zwischen CNO-Patientinnen und JIA-Patientinnen bzw. gesunden
Kontrollen zeigen, bestatigt werden.

Die vorbeschriebenen Veranderungen der Lymphozytensubpopulationen beim SAPHO-
Syndrom konnten nicht gleichermallen nachgewiesen werden. Im Vergleich zu
Voruntersuchungen beim SAPHO-Syndrom zeigten die CD3-CD56+NK-Zellen bei den
CNO-Patientlnnen im Vergleich zu Gesunden mit p=0,08 knapp keinen signifikanten
Unterschied. Die CD56+CD16+ NK-Zell-Subgruppe zeigte sich allerdings signifikant
erniedrigt, wurde aber bei SAPHO-Patientinnen bisher nicht gezielt untersucht.

Eine weiterfliihrende statistische Auswertung der Variablen in Bezug auf Assoziationen
zwischen immunologischen Veranderungen inklusive der Lymphozytensubpopulationen
und klinischen Merkmalen von CNO-Untergruppen war aufgrund der geringen Fallzahlen

nicht moglich. Hier sind die Ergebnisse rein deskriptiv dargestellt.

4.2 Bewertung der Ergebnisse

In dieser Arbeit sollten immunologische Veranderungen insbesondere der
Lymphozytensubpopulationen bei CNO-Patientinnen im Vergleich zu JIA-Patientinnen
sowie Gesunden charakterisiert bzw. identifiziert werden. Vor allem wurde die
Hypothese, dass sich Unterschiede in den Lymphozytensubpopulationen zwischen

CNO-Patientinnen und JIA-Patientinnen bzw. Gesunden nachweisen Ilassen,
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untersucht. Dabei wurden Veradnderungen der Lymphozytensubpopulationen mit
Voruntersuchungen beim SAPHO-Syndrom verglichen. Ggf. sollten weitere Hypothesen
generiert werden.

Zudem sollte eine Beschreibung von mdglichen Assoziationen der untersuchten

Parameter zu klinischen Merkmalen von CNO-Untergruppen erfolgen.
4.2.1 Immunologische Routine-Untersuchungen

Entziindungsparameter

Unsere Untersuchungen decken sich mit denen in der Literatur beschriebenen
Veranderungen der Entziindungsparameter. Mehrere Autoren wie Girschick et al.,
Lenert et al., Hoffmann et al. wie auch weitere beobachteten erhdhte Werte fir BSG,
CRP, IL-6 und slL-2-Rezeptor bei CNO-Patientinnen vor allem bei Erkrankungsbeginn.
Diese waren nicht immer gleichermal3en verandert, korrelierten aber teils mit klinischen
Entzindungszeichen oder radiologischen Veranderungen wie z.B. der Anzahl der
aktiven Herde (unifokal versus multifokal). Eine Unterscheidung zu JIA-Patientinnen
oder weiteren Differentialdiagnosen wie z.B. chronisch  entzindlichen
Darmerkrankungen gelang nur in Verbindung mit weiteren Parametern. Die
Bestimmungen von vor allem BSG und CRP werden aber als Aktivitditsmarker genutzt.
(7,12, 16, 22, 46, 82, 99, 114, 180) Ein erniedrigter Hb-Wert ist bei einem Teil der CNO-
Patientlnnen in der Literatur so z.B. von Jansson et al. beschrieben, ist aber ebenso
unspezifischer Ausdruck einer chronischen Entzindung und kann zur
Aktivitatsuberwachung genutzt werden. (10, 181)

Eine Beurteilung bezlglich unifokalen oder multifokalen Befalls lassen unsere Daten
nicht zu, da hier keine Patientinnen mit unifokalem Befall eingeschlossen wurden.
Unsere Beobachtung, dass CNO-Patientinnen mit einer Erkrankungsdauer < 12
Monaten deskriptiv  hoéhere Entzindungsparameter als die mit Iangerer
Erkrankungsdauer zeigen, ist in der Literatur so nicht untersucht. Dies kdnnte sich aber
mit den berichteten Beobachtungen von Catalano-Pons et al. decken. Hier waren die
BSG und das CRP vor allem initial bei Manifestation der CNO erhéht. (99) Die deskriptiv
héheren BSG-Werte bei unseren CNO-Patientinnen mit aktiver Krankheitsaktivitat
konnten bestatigen, dass die BSG als Aktivitatsmarker in Frage kommt. Fur eine
statistische Auswertung sind Untersuchungen an einem gréReren Kollektiv zur

Bestatigung notwendig.
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Die erhdhten Entzindungsparameter sind zusammenfassend als Ausdruck einer
chronischen Entzindung zu werten und kdnnen als Aktivitatsmarker eingesetzt werden.
Als Biomarker zur Unterscheidung zu anderen entziindlichen Erkrankungen sind diese

nicht geeignet, wie es z.B. auch von Jansson et al. bewertet wurde. (16)

Immunglobuline

Zu 1gG, IgA und IgM bei CNO-Patientinnen fanden sich unterschiedliche Ergebnisse. So
beobachtete Beck et al. erhdhte IgA-Werte bei Erkrankungsbeginn, wohingegen bei
Jansson et al. das IgA normwertig war. (12, 16) Das IgG lag Uberwiegend im
Normbereich oder war erhdht, das IgM wurde durch Beck et al. allenfalls initial als
vermindert beschrieben (7, 12, 16, 112) Bei SAPHO-Patientinnen konnten erhéhte IgA-
Level bei nicht erhdhtem IgG und IgM durch Hurtado-Nedelec et al. und Li et al.
aufgezeigt werden. (137, 176)

Das erhdhte IgA in unserer CNO-Gruppe deckt sich mit den Angaben von Beck et al..
(12) Eine Unterscheidung zur JIA konnte auch hier nicht aufgezeigt werden. Damit ist
dies als unspezifische Erhéhung zu sehen, kann aber Ausdruck einer IgA-induzierten
chronischen Inflammation sein, wie es auch bei Autoimmunerkrankungen wie z.B. dem
systemischen Lupus erythematodes, Zdliakie, rheumatoider Arthritis oder auch bei
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen trotz unklarem Pathomechanismus
beschrieben ist. (182-185)

In einer retrospektiven Studie von Jansson et al. waren die IgG-Subklassen 1-3 nur bei
einem Teil der eingeschlossenen CNO-Patientinnen erhoht, weitere Untersuchungen
der IgG-Subklassen bei CNO-Patientinnen liegen nicht vor. (16) Bei Erwachsenen mit
SAPHO-Syndrom konnte Li et al. erhdhte IgG4-Level nachweisen, die mit vermehrtem
Schmerz und erhdhter Krankheitsaktivitat assoziiert wurden. Eine signifikante Erhéhung
der weiteren IgG-Subklassen 1-3 wurde nicht nachgewiesen. (176) Eine Erhéhung der
IgG1- und IgG3-Subklassen bzw. aller IgG-Subklassen kénnen je nach Literaturangabe
bei Patientinnen mit Rheumatoider Arthritis sowie JIA assoziiert sein. (186-188)

Somit sind unsere Ergebnisse der Immunglobuline sowie IgG-Subklassen bei sehr
uneinheitlichen Literaturergebnissen bzw. fehlenden Untersuchungen bei der CNO
schwierig einzuordnen. Eine Unterscheidung zur JIA ist bis auf das IgG1 in unserer
Untersuchung nicht moglich.

Méglicherweise kdnnte unsere Beobachtung, dass die Werte in der Therapie-naiven

CNO-Untergruppe bei IgG, IgM und IgG-Subklassen aulder IgG2 deskriptiv héher sind
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als in der Untergruppe mit Therapie, mit einer effektiven Therapie assoziiert sein.

Weitere Untersuchungen zur statistischen Auswertung sind hier notwendig.

Von Jansson et al. ist der Nachweis von unspezifischen ANA bei CNO-Patientinnen
beschrieben. (16) Es konnten aber keine Assoziationen zum Krankheitsverlauf
aufgezeigt werden. (7) Somit ist die Rolle der ANA unklar. Unsere Ergebnisse stitzen
dies, da kein Unterschied zu den Kontrollgruppen vorlag und damit die ANA als

Biomarker ungeeignet sind.

In der Literatur waren keine Untersuchungen des Vitamin D3-Spiegels in grofRRen
Kollektiven bei CNO-Patientlnnen aufzufinden. Die Bestimmung dient dem Ausschluss
von Differentialdiagnosen. (121) Eine Untersuchung scheint aber sinnvoll, da eine
positive Beeinflussung von systemischer Entziindung und Schmerzreduktion durch
Vitamin-D-Substitution diskutiert wird. (189-191) Eine Beurteilung bei unserem CNO-
Kollektiv ist aufgrund der Vitamin-D3-Substitution bei Uber der Halfte der CNO-
Patientinnen im Gegensatz zu den Kontrollgruppen eingeschrankt. Daher erfolgte hier

wie bei den ANA keine weitere Beurteilung bezlglich der CNO-Untergruppen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der immunologischen Routine-Laborpara-
meter, dass CNO-Patientinnen im Unterschied zu Gesunden bei Studieneinschluss eine
erhohte Entziindungsaktivitat zeigten. Diese konnen als unspezifische Aktivitatsmarker
eingesetzt werden. Eine Unterscheidung zu JIA-Patientinnen lassen diese aber nicht zu

und sind als Krankheits-spezifische Biomarker nicht geeignet.

4.2.2 Neutrophilenaktivierung

Ferguson et al. untersuchte Neutrophilenfunktionsstérungen bei SAPHO-Patientinnen,
die in den dort vergleichbaren Untersuchungen zu den hier durchgefiihrten keine
Auffalligkeiten zeigten. (192) Weitere Untersuchungen, insbesondere bei der CNO,
liegen nicht vor. Zusammenfassend ergaben sich keine Hinweise fir eine
Granulozytenfunktionsstérung bzw. septische Granulomatose als mdgliche Ursache der
Osteomyelitis in unserem Kollektiv, ebenso nicht in den Kontrollgruppen. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass diese Untersuchung nur zum Ausschluss von

Differentialdiagnosen geeignet ist.
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4.2.3 Lymphozytensubpopulationen

B-Zell-Subgruppen

In der Untersuchung von Xu et al. bei SAPHO-Patientinnen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede der Gesamt-B-Lymphozyten im Vergleich zu Gesunden, die
B-Zell-Subgruppen wurden nicht untersucht. (145) Bei neu diagnostizierten, Therapie-
naiven JIA-Patientinnen konnten ebenso keine signifikanten Unterschiede der Gesamt-
B-Lymphozyten im Vergleich zu Gesunden durch Zahran et al. beobachtet werden,
allerdings zeigten sich signifikant verminderte Gedachtnis-B-Zellen, klassengewechselte
Gedachtnis-B-Zellen und IgM Gedachtnis-B-Zellen sowie signifikant erhdhte naive B-
Zellen ahnlich weiterer Untersuchungen bei der RA. Hier wird vermutet, dass die
Reduktion der entsprechenden B-Gedachtniszellen im peripheren Blut Folge einer
Einwanderung in das entzindliche Gelenk ist. (193-196) Zur CNO liegen keine
Untersuchungen zu B-Zell-Subgruppen vor, sodass eine Beurteilung diesbezuglich nicht
einzuordnen ist. Eine Unterscheidung zu Gesunden bzw. JIA-Patientinnen ist bei

unseren Ergebnissen nicht moglich.
T-Zell-Subgruppen

Erhohte EMRA-T-Zellen und low exhausted T-Helferzellen als Ausdruck einer T-Zell-
Erschépfung

EMRA-T-Zellen
EMRA-T-Zellen (= TEMRA), sowohl CD4+ wie auch CD8+, sind bisher nicht bei CNO-,

SAPHO- oder JIA-Patientinnen im peripheren Blut untersucht, daher lassen sich hier
keine Vergleiche durchfiihren.

Die Uberwiegend zirkulierenden EMRA-T-Zellen oder auch terminal differenzierte
Effektorzellen stellen ausdifferenzierte = Gedachtniszellen mit Verlust von
Effektorfunktionen dar und finden sich haufig bei den CD8+-T-Zellen. (197-199) Eine
erhohte Anzahl von ausdifferenzierten Zellen findet sich auch bei alteren Menschen als
Zeichen der natirlichen ,Alterung“ bzw. Reifung des Immunsystems, die wohl durch eine
wiederholte Auseinandersetzung mit Pathogenen zu einer Erschépfung des
Immunsystems mit Akkumulation von stark differenzierten Zellen wie z.B. TEMRA flhrt.
(200-203)

Bei JIA-Patientinnen wurde eine T-Zell-Alterung bzw. Erschopfung anhand anderer T-

Zellsubgruppen als Ausdruck einer Immundysregulation durch Dvergsten et al.
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postuliert. Unklar bleibt, ob dies krankheitsverursachend oder Erkrankungsfolge ist.
(204) Analog hierzu kénnten die erhéhten EMRA bei unseren CNO-Patientinnen im
Vergleich zu Gesunden Ausdruck einer T-Zell-Alterung bzw. Erschépfung darstellen, wie
sie auch bei chronischer Entziindungsaktivitat beschrieben ist. (205-207)

Zudem konnen TEMRA proinflammatorische Zytokine ausschitten, die zu einer
leichtgradigen, dauerhaften Entzindungsreaktion im Alter, die hinreichend beschrieben
ist, fihren kédnnen. TEMRA produzieren z.B. vor allem Interferon y (IFNy), das wiederum
Makrophagen und NK-Zellen stimulieren kann. Durch Reinke et al. wurde aufgezeigt,
dass eine Erhdéhung der CD8+ TEMRA im peripheren Blut mit einer schlechteren
Knochenheilung korreliert. Mdglicherweise kdnnte die Zytokin-gesteuerte Zellaktivierung
durch TEMRA und die schlechtere Knochenheilung auch bei CNO-Patientinnen zur
Unterhaltung der chronischen Knochenentzindung beitragen (208-212).

Eine Unterscheidung zu JIA-Patientinnen lieRen unsere Untersuchungen nicht zu. Somit
bleibt unklar, ob der Nachweis von erhéhten TEMRA pathogenetisch bedeutsam ist oder
sekundare Folge der Entziindung ist. Ob diese Subgruppe als Biomarker bzw.
Aktivitatsmarker in Frage kommt, bedarf weiterer Untersuchungen.

Die Ergebnisse nach Stratifizierung in die CNO-Untergruppen lieRen keine eindeutigen
Assoziationen erkennen, da die Werte zwischen CD4+ und CD8+ EMRA in den
einzelnen Untergruppen nicht gleichermalien verandert waren. Eine Beurteilung

diesbezlglich ist nicht moglich. Vergleichbare Voruntersuchungen liegen nicht vor.

Exhausted-T-Zellen
Auch die Effektor-T-Zellsubgruppen sind bei der CNO oder dem SAPHO-Syndrom bisher

nicht untersucht. Moglicherweise sind die erhohten low exhausted T-Helferzellen
Ausdruck der chronischen Entzindungsreaktion bei CNO-Patientlnnen analog zu
Untersuchungen bei der RA durch Frenz et al.. (213) Anhaltende Antigen-Stimulation
wie z.B. bei chronischer Infektion oder Tumorerkrankungen, bei denen es nicht zu einer
Elimination des Antigens kommt, fiihrt zu funktioneller Erschépfung der Antigen-
spezifischen Effektor-T-Zellen (= t cell exhaustion), vor allem der CD8+- aber auch der
CD4+-T-Zellen. Diese erschopften Effektorzellen (exhausted T-Zellen) sind durch
vermehrte Expression inhibitorischer Marker (z.B. PD (programmed cell death)-1 =
CD279) sowie einem Funktionsverlust gekennzeichnet. T-Zell-Erschépfung hemmt
wiederum Immunreaktionen, wodurch es zu einer Antigen-Persistenz kommen kann.
(214, 215) Darlber hinaus gibt es Hinweise, dass T-Zell-Erschopfung auch bei
Autoimmunerkrankungen, z.B. der RA (hier CD4+), eine Rolle spielt. (216) Allerdings
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korreliert das Ausmal der T-Zell-Erschopfung bei Autoimmunerkrankungen nicht immer
mit der Krankheitsaktivitdt. Eine  T-Zell-Erschépfung scheint aber bei
Autoimmunerkrankungen prognostisch glnstig zu sein, da es zur Hemmung der
Gewebe-schadigenden Uberaktivitat der T-Effektorzellen kommt. Dennoch ist dies aber
Ausdruck einer dauerhaften (Auto-)Antigen-Exposition bei Autoimmunerkrankungen.
(214, 216-224) Untersuchungen zu Autoinflammationserkrankungen liegen derzeit nicht
vor.

Ob die bei uns erhdhten low exhausted T-Helferzellen als Ausdruck einer T-Zell-
Erschopfung bei CNO-Patientinnen Folge bzw. Ausdruck der chronischen Entziindung
sind oder sogar prognostisch gunstig sind, wie es bei Autoimmunerkrankungen vermutet
wird, lasst sich aufgrund fehlender Untersuchungen diesbezlglich abschliefsend nicht
klaren. (216, 217) Eine Unterscheidung zur JIA-Gruppe war hierdurch nicht méglich,
sodass diese Veranderungen nicht krankheitsspezifisch zu sein scheinen.

In den CNO-Untergruppen lagen die Werte bei den inaktiven Patientinnen deskriptiv
etwas hoher als bei den aktiven Patientinnen. Dies ist nicht vereinbar mit
Untersuchungen bei RA-Patientlnnen, allerdings ist eine abschlielende Aussage
aufgrund der geringen Fallzahl nicht mdglich. (216) Bezuglich autoinflammatorischen
Erkrankungen liegen keine Berichte vor, daher ist eine Beurteilung hier ebenso nicht

maglich.

Erhéhte regulatorische T-Zellen unklarer Atiologie und Bedeutung

Treg sind an der peripheren T-Zell-Homoostase beteiligt, die durch Hemmung von
Effektor-Mechanismen, Produktion des antiinflammatorischen IL-10, Apoptose-
Aktivierung und Zytotoxizitat erreicht wird. Sind diese Effekte gestort, kann durch Verlust
der Selbsttoleranz von Gewebe oder Molekilen Autoimmunitat durch fehlende
Regulierung von Immunantworten entstehen, die sonst verhindert wird. Insbesondere
entstehen diese bei einer Imbalance von TH17 und Treg, (220, 225-227)

Bei SAPHO-Patientinnen konnte Xu et al. keinen Unterschied der Treg-Zellen im
Vergleich zu gesunden Kontrollen feststellen. (145) Somit unterscheiden sich unsere
Ergebnisse mit erhdhten Treg bei CNO-Patientinnen im Vergleich zu Gesunden hiervon,
sind aber aufgrund fehlender Untersuchungen bei der CNO nicht in der Literatur
einzuordnen.

Bei RA- und JIA-Patientinnen wurden widersprichliche Ergebnisse bezlglich der
Haufigkeit von Treg-Zellen im peripheren Blut beschrieben (normale, erniedrigte oder

erhohte Werte), wohingegen diese vermehrt in der Synovia der entziindeten Gelenke
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durch van Amelsfort et al. bei RA-Patientinnen gefunden werden konnten. (228-235) In
unseren Untersuchungen zeigte sich kein Unterschied zwischen der CNO- und der JIA-
Gruppe, da die zirkulierenden Treg-Zellen in der JIA-Gruppe ebenso erhéht waren.

Bei Patientinnen mit ankylosierender Spondylarthritis als eher autoinflammatorisch
bedingte Erkrankung zeigten sich bei Untersuchungen von Li et al. verminderte Treg,
wohingegen Patientinnen mit Darmbeteiligung oder chronisch entzindlicher
Darmerkrankung vermehrt periphere Treg bei Untersuchungen von Ciccia et al.
aufwiesen. (236, 237)

Bei sJIA-Patientinnen wurde Uber verminderte, zirkulierende Treg bei hoher
Krankheitsaktivitat von de Kleer et al. berichtet. (238) In einer weiteren Studie von
Macaubas et al. waren die Treg von sJIA-Patientinnen im Vergleich zu JIA-Patientinnen
mit polyartikularem Verlauf idem, bei sJIA-Patientinnen mit inaktiver Erkrankung im
Vergleich zu Gesunden aber erhdht, was im Einklang mit unseren Ergebnissen sein
konnte. (239)

Die unterschiedlich hoch gemessenen Treg-Zellen auch innerhalb einer Erkrankung
lassen diese Zellreihe als Biomarker zur Unterscheidung zu anderen Erkrankungen aber
als ungeeignet erscheinen. Auch in unserer Untersuchung konnte kein Unterschied zur
JIA-Gruppe gezeigt werden und unterstutzt die fehlende Eignung als Biomarker.

Bei erhéhten Treg aber trotzdem vorliegender Entziindung wird von einer fehlenden
Wirkung der Treg an den Effektorzellen ausgegangen. Dies konnte auch in der
Synovialfliissigkeit von Arthritis-Patientinnen nachgewiesen werden, bei denen die dort
erhohten Treg-Zellen eine beeintrachtigte Funktion aufwiesen. (228, 229, 240-243)
Médglicherweise koénnte der Funktionsverlust von Treg-Zellen auch die Erhéhung bei
unseren CNO-Patientinnen erklaren. Dies bleibt aber zu beweisen.

Treg spielen aber auch, wie die Th17, eine Rolle in der Osteoimmunologie. Treg
hemmen entweder die Osteoklastenproduktion durch Verminderung von z.B. RANKL
oder fordern die Proliferation von Osteoblasten mit konsekutiver Zunahme der
Knochenmasse. (244-246) Somit kdnnten erhdhte Treg-Zellen auch bei der CNO in
Bezug auf die knéchernen Umbauten eine Rolle spielen. Dies ist aber bisher nicht
beschrieben und Iasst sich derzeit nicht beweisen.

Ein Grund flr die widersprichlichen Ergebnisse kdnnte aber auch in der methodisch
problematischen Bestimmung der Treg-Zellen an sich liegen. Dies liegt zum einem an
einer hohen Plastizitat der Treg-Zellen, die durch eine Umwandlung zwischen
verschiedenen Subgruppen gekennzeichnet ist. Damit werden nicht immer alle Treg

gleichermalien sicher erfasst. Zum anderen existieren verschiedenen Nachweis-
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methoden, da es keine einheitlich definierten Oberflachenmarker gibt und diese
unterschiedlich eingesetzt werden. Teilweise werden Treg durch die Markierung des
Transkriptionsfaktors FOXP3 bestimmt, allerdings kénnen Treg diese Expression
verlieren, sodass bei dieser Nachweismethode moglicherweise Treg nicht vollstandig
erfasst werden. Dies erschwert den Vergleich zwischen unterschiedlichen Studien und
koénnte die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren. (239, 247-253)

Auch bei den Treg lasst sich nach Stratifizierung in die CNO-Untergruppen kein
einheitliches Muster erkennen. Untersuchungen bei Autoinflammationserkrankungen
liegen nicht vor, somit lasst sich hier keine Bewertung abgeben.

Zusammenfassend bleibt die hier aufgezeigte Treg-Erhéhung bei CNO-Patientinnen im

Vergleich zu Gesunden unklar.

Th17/Treg Ratio

Neben der Einzelbestimmung von Th17 und Treg scheint das Verhaltnis von Th17 zu
Treg aussagekraftiger zu sein, da vor allem eine Th17/Treg-Imbalance zu Stérungen des
Immunsystems bei Autoimmunerkrankungen oder autoinflammatorischen Erkrankungen
fihrt. Bei einer Imbalance kommt es entweder zu einem Uberwiegen der
proinflammatorischen Effekte der Th17-Zellen oder zu unzureichenden regulatorischen,
antagonistischen Effekten der Treg-Zellen unabhangig von der Haufigkeit der
Einzelgruppe, das zu Autoimmunitat oder chronischer Inflammation fihren kann. (178,
220)

Es konnte bei verschiedensten Autoimmunerkrankungen sowie inflammatorischen
Erkrankungen eine veranderte Th17/Treg Ratio aufgezeigt werden, allerdings war diese
zumeist erhéht wie z.B. bei autoimmuner Enzephalitis, chronisch entzindlicher
Darmerkrankung oder autoimmuner Lebererkrankung. (254-256)

Auch bei der RA oder JIA wurde teils eine Dysbalance mit einer zumeist erhdhten
Th17/Treg Ratio durch Wang et al. bzw. Szymanska-Kaluza et al. beschrieben. (257,
258) Durch Wu et al. wurden bei der JIA aber auch vermehrte Treg aufgezeigt, allerdings
waren die Th17 ebenso erhoht, sodass die Th17/Treg Ratio ausgeglichen war. Dies war
auch bei der padiatrischen Psoriasis der Fall. (259, 260) Somit liegen hier
unterschiedliche Berichte vor.

Beim SAPHO-Syndrom zeigte sich in den Untersuchungen von Xu et al. die Th17/Treg-
Ratio gegentiber Gesunden erhéht als Ausdruck einer Imbalance bei ebenso erhéhten
Th17-Zellen. (145) Erhéhte Th17-Zellen konnten auch in einer weiteren Studie von Firinu

et al. bei SAPHO-Patientinnen im Vergleich zu Gesunden und Psoriasis-Patientinnen im

45



peripheren Blut aufgezeigt werden. (142) Dies ist auch bei anderen
Autoinflammationserkrankungen wie z.B. der sJIA beschrieben. (261, 262) Die
Th17/Treg Ratio ist bisher nicht bei CNO-Patientlnnen untersucht worden.

Auch bei CNO-Patientinnen ware zumindest gegenlber Gesunden eine erhohte
Th17/Treg Ratio analog zu anderen Autoinflammationserkrankungen zu erwarten
gewesen, was unsere Ergebnisse nicht zeigten. Moglicherweise konnte dies auch an der
problematischen Bestimmung der Treg-Zellen (siehe oben) liegen.

Eine weitere Erklarung konnte sein, dass die Th17-Zellen mdglicherweise aus dem
peripheren Blut in die entziindlichen Lasionen abgewandert sind und dadurch keine
erhohte Th17/Treg Ratio besteht, wie es auch teils bei der RA beschrieben ist. Bei RA-
Patientinnen zeigten sich die Th17-Zellen im peripheren Blut in unterschiedlichen
Studien entweder erhdht oder gleichwertig im Vergleich zu Gesunden. Hier konnte ein
vermehrter Nachweis von Th17 Zellen in Synovia und Synovialis in den entzindeten
Gelenken von RA- und JIA-Patientinnen nachgewiesen werden. Postuliert wurde, dass
dies Folge einer Migration der Th17-Zellen aus dem peripheren Blut ist. (234, 240, 263-
267)

Zudem koénnen sich Th17-Zellen unter weiterem Einfluss von Zytokinen wie z.B. TNF zu
pro- aber auch antiinflammatorischen Th17-Zellen (z.B. Th1/Th17-Zellen) weiter
differenzieren, wie es z.B. auch bei autoinflammatorischen Erkrankungen wie dem
Schnitzler-Syndrom oder aber der oligoartikularen JIA beschrieben ist. Bei der JIA sind
diese vor allem im Gelenk nachweisbar, nicht im peripheren Blut. Dies kénnte eine
weitere Erklarung dafir sein, dass die Th17-Zellen nicht immer vermehrt im peripheren
Blut zu finden sind. (225, 268-272)

Zusammenfassend bleiben unsere Ergebnisse bezlglich der Th17/Treg Ratio aber

leider schwer zu interpretieren.

Natiirliche Killerzellen als méglicher pathogenetischer Faktor

Xu et al. berichtet Uber signifikant verminderte CD3-CD56+ NK-Zellen bei SAPHO-
Patientinnen im Vergleich zu Gesunden und vermutet einen pathophysiologischen
Zusammenhang. Dabei wird postuliert, dass die verminderten NK-Zellen durch
Immuninstabilitdt zu weiteren zelluldren Veranderungen fihrt und dadurch auch zu
Autoimmunitat. (145) Bei CNO-Patientinnen sind NK-Zellen bzw. deren Subgruppen
bisher nicht untersucht.

Neben der zytotoxischen Funktion kdnnen NK-Zellen Zytokine sezernieren, die zu einer

Inflammationsreaktion fiihren kdbnnen oder diese aber auch hemmen. Durch Sekretion
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von z.B. IFN-y oder IL-10 werden entsprechende T-Zellantworten (Proliferation bzw.
Hemmung) hervorgerufen, die auch bei Autoimmunerkrankungen oder
inflammatorischen Erkrankungen beobachtet werden. (273-276) So scheinen NK-Zellen
bei einer Reihe dieser Erkrankungen, vor allem auch autoinflammatorischen
Erkrankungen, eine wichtige Rolle zu spielen. (115) Bei Patientinnen mit RA bzw.
Psoriasis-Arthritis konnten vermehrte NK-Zellen (vor allem CDS56bright) in der Synovia
nachgewiesen werden, wohingegen diese im peripheren Blut vermindert waren. Dies
wird durch eine Einwanderung von NK-Zellen in das entzindete Gewebe durch
Rekrutierung aus dem Blut erklart. (277-280) Auch bei z.B. der systemischen Sklerose,
SLE, juvenilem SLE, sJIA und dem Makrophagenaktivierungssyndrom wurde dies
beobachtet. (281-285) Analog hierzu kénnte dies auch bei der CNO der Fall sein. Am
Ort der Entzindung kdnnten die NK-Zellen zu einer lokalen Entzindungshemmung von
Th17-Zellen bzw. deren induzierter Entzindungsreaktion durch die Interaktion von NK-
Zellen und dendritischen Zellen auch bei der CNO flihren, wie es von Chong et al.
beschrieben wurde. (286) Fir die CNO ist dies aber bisher nicht untersucht.

Bei unserer CNO-Gruppe zeigten sich die CD3-CD56+ NK-Zellen im Vergleich zu
Gesunden nur knapp nicht signifikant erniedrigt. Gemeinsam mit der signifikant
verminderten Subgruppe lassen aber auch unsere Untersuchungen vermuten, dass dies
auch bei CNO-Patientinnen eine pathogenetische Rolle spielen koénnte. Weitere
Untersuchungen an einem gréReren Patientenkollektiv sind aber notwendig, um dies zu
bestatigen.

Eine Unterscheidung zu JIA-Patientinnen liel® auch die Untersuchung dieser Zellreihe
nicht zu.

Bei den CNO-Patientinnen mit einer Erkrankungsdauer unter 12 Monaten lagen die
Werte der CD56+CD16+-NK-Zellen deskriptiv héher versus der Gruppe mit > 12
Monaten. Diese Beobachtung lasst sich aufgrund fehlender Literatur nicht einordnen und

aufgrund der geringen Fallzahl nicht beurteilen.

Vergleich der Ergebnisse mit den vorbeschriebenen Verdnderungen der

Lymphozytensubpopulationen beim SAPHO-Syndrom

Zusammenfassend lassen sich Unterschiede bei den Lymphozytensubpopulationen vor
allem zwischen CNO-Patientinnen und Gesunden finden, allerdings decken sich unsere
Ergebnisse nicht mit den von Xu et al. sowie Firinu et al. vorbeschriebenen
Veranderungen beim SAPHO-Syndrom, wie bereits oben diskutiert. (142, 145)
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Die bei uns untersuchten Treg-Subgruppen sowie NK-Zell-Subgruppen wurden bisher

nicht beim SAPHO-Syndrom untersucht, daher lassen sich hier keine zur CNO

vergleichenden Aussagen treffen.

4.3 Limitationen

Unsere Studie weist einige Limitationen auf:

Fir eine statistische Auswertung mit hoher statistischer Power konnten wir nicht
ausreichend Patienten rekrutieren. Aufgrund der geringeren, statistischen Power
sind moglicherweise nicht alle signifikanten Unterschiede erfasst, die sich bei
héheren Fallzahlen zeigen kdnnten.

Die Auswertung koénnte zudem durch die inhomogen verteilten klinischen
Charakteristika der CNO-Gruppe beziglich Therapie, Erkrankungsdauer oder
Erkrankungsverlauf beeinflusst sein. Auch hier sind Untersuchungen mit héheren
Fallzahlen notwendig, um Untergruppen untersuchen zu kénnen.

Auf der anderen Seite zeigten alle Patientinnen einen multifokalen Befall, wodurch
ein Bias entstanden sein konnte.

Durch die Stratifizierung der CNO-Gruppe wiesen die Untergruppen noch kleinere
Fallzahlen auf, die eine statistische Signifikanzberechnung nicht mehr erlaubten.
Daher war die Aufarbeitung von Assoziationen zwischen klinischen Merkmalen
und Unterschieden der Variablen in Bezug auf die Untergruppen nur eingeschrankt
und rein deskriptiv moglich.

Es wurden auch Lymphozytensubpopulationen untersucht, obwohl deren
Bedeutung bei autoinflammatorischen Erkrankungen noch nicht untersucht bzw.
bislang unbekannt ist. Dennoch wurden diese Untersuchungen bewusst
durchgefuhrt, um Daten fur spatere Untersuchungen zur Verfigung zu stellen.
Maoglicherweise sind diese dann bei groRerem Erkenntnisgewinn in der Zukunft
verwertbar und beurteilbar.

Methodisch ist die vorliegende Untersuchung nicht immer mit anderen bereits
durchgeflhrten Untersuchungen vergleichbar, da vor allem in der Lymphozyten-
differenzierung z.B. unterschiedliche Nachweismethoden beziglich des Gating
oder unterschiedliche Oberflachenmarker verwendet wurden. Moglicherweise
unterscheiden sich unsere Ergebnisse daher von den in der Literatur beschrie-
benen bzw. erschwert dies einen Vergleich und eine Beurteilung der Ergebnisse.
Aus technisch-organisatorischen Grinden konnten nicht bei allen Patientinnen alle

zu untersuchenden Routine-Werte erhoben werden (fehlende Werte: CRP bei 2

48



Gesunden, BSG bei 1 Gesunden und 1 CNO, IgA bei 1 Gesunden, IgG1 bei 1
Gesunden und 1 CNO, 1gG2 bei 1 Gesunden und 1 CNO), was wiederum die
statistische Power hier einschrankte. Dennoch konnten hier aber signifikante
Werte ermittelt werden.

- Da sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der CNO- und der JIA-Gruppe
bis auf die Th17/Treg Ratio zeigten, kdnnte moglicherweise die JIA-Gruppe als
Vergleichsgruppe ungeeignet gewesen sein, obwohl z.B. die Psoriasisarthritis als
Korrelat zur JIA bereits in anderen Studien als Kontrollgruppe eingesetzt wurde.
(142)

4.4 Schlussfolgerung

Wir konnten signifikante Unterschiede sowohl in den Routine-Untersuchungen wie auch
bei den Lymphozytensubpopulationen zwischen CNO-Patientinnen und Gesunden bzw.
JIA-Patientinnen nachweisen.

Dabei konnten wir eine erhdhte Entzindungsaktivitat bei CNO-Patientinnen im Vergleich
zu Gesunden bestatigen. Diese Veranderungen sind unspezifisch, kénnen aber als
Aktivitatsmarker eingesetzt werden.

Bei den Lymphozytensubpopulationen zeigten sich signifikante Unterschiede bei
einzelnen Subgruppen im Vergleich zwischen CNO-Patientlnnen und Gesunden sowie
der Th17/Treg Ratio zwischen CNO- und JIA-Patientinnen. Somit konnte die postulierte
Hypothese bestatigt werden.

Die erhdohten EMRA-T-Zellen sowie low exhausted T-Helferzellen bei den CNO-
Patientinnen sind Ausdruck einer T-Zell-Erschdpfung. Diese kann Folge der chronischen
Entzindung sein oder diese auch weiter unterhalten. Ein Unterschied zu JIA-
Patientlnnen bestand nicht, sodass dies wahrscheinlich nicht krankheitsspezifisch ist,
aber eine pathogenetische Rolle bei der CNO spielen kdénnte. Hierfir sind
Bestatigungsstudien mit hoheren Fallzahlen sowie weiterfiihrende Untersuchungen
notwendig.

Die erhdhten Treg-Zellen bei CNO-Patientinnen im Vergleich zu Gesunden lassen sich
schwer einordnen. In der Literatur sind diese auch innerhalb einer Erkrankung
unterschiedlich hoch untersucht worden, sodass die Bestimmung der Treg-Zellen
problematisch erscheint. Ein Unterschied zu den JIA-Patientinnen bestand nicht. Eine

Wertung diesbezliglich ist abschlieldend nicht mdglich.
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Ebenso schwierig einzuordnen ist die erniedrigte Th17/Treg Ratio bei den CNO-
Patientinnen gegenuber JIA-Patientinnen. Dies ist allerdings eher Folge der erniedrigten
Treg-Zellen bei den CNO-Patientinnen und somit ebenso nicht gut zu bewerten.

In unseren Untersuchungen konnten die beim SAPHO-Syndrom beschriebenen
Unterschiede nicht bei der CNO bestatigt werden. Allerdings zeigten sich in unseren
Untersuchungen im Vergleich zu Gesunden die CD56+CD16+NK-Zellsubgruppe
signifikant vermindert bei knapp nicht signifkant verminderten CD3-CD56+ NK-Zellen.
Die fehlende Signifikanz koénnte an der geringen Fallzahl liegen. Die NK-Zell-
Subgruppen sind beim SAPHO-Syndrom bisher nicht untersucht. Die Ergebnisse lassen
aber vermuten, dass die NK-Zellen auch bei der CNO, wie beim SAPHO-Syndrom
beschrieben, eine mdgliche pathogenetische Rollen spielen kénnten und die Verbindung
zu beschriebenen, autoimmunologischen Veranderungen darstellen koénnten.
Bestatigungsstudien mit hdheren Fallzahlen sind notwendig. Ein Unterschied zu den JIA-
Patientinnen bestand nicht.

Assoziationen zu bestimmten CNO-Untergruppen konnten in der Zusammenschau nicht
abschlief3end beurteilt werden.

Insgesamt kdnnten die zellularen Veranderungen, die wir in unserer Studie zeigen, eine
pathogenetische Rolle spielen. Dies betrifft vor allem die EMRA-T-Zellen mit low
exhausted T-Helferzellen als Ausdruck einer T-Zellerschopfung sowie NK-Zellen als
madgliche Verbindung zu autoimmunen Vorgangen. Eine Unterscheidung zur JIA lielsen

diese nicht zu, sodass diese nicht als Biomarker geeignet sind.

4.5 Ausblick

Diese Studie wurde durchgefuhrt, um gegebenenfalls neue Hypothesen formulieren zu
konnen. Die Beurteilung unserer Ergebnisse ist zwar durch die geringe Fallzahl
eingeschrankt, dennoch kénnen zwei neue Hypothesen formuliert werden:
- Eine T-Zellerschopfung, die sich vor allem durch erhéhte EMRA-T-Zellen sowie
exhausted T-Zellen zeigt, spielen eine pathogenetische Rolle bei der CNO.
- Verminderte NK-Zellen bei CNO-Patientinnen spielen eine pathogenetische Rolle
und stellen eine Verbindung zur Autoimmunitat dar.
Zur Bestatigung dieser Hypothesen sind Folgeuntersuchungen mit deutlich héheren
Fallzahlen notwendig, um die zellularen Veranderungen bei CNO-Patientinnen zu
verifizieren. Daher ist eine multizentrische Studie geplant, um hohere Fallzahlen
erreichen zu kénnen. Sollten sich die Hypothesen in weiteren Studien bestatigen,

koénnten sich daraus therapeutische Optionen ergeben.
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5 Zusammenfassung

Die CNO ist eine autoinflammatorische Erkrankung des Kindesalters unklarer Atiologie,
die sich in einer sterilen Knochenentzindung aufert. Pathophysiologisch liegt eine
beeintrachtigte, angeborene Immunantwort zugrunde, die zu einer Zytokindysbalance
fuhrt. Das klinische Bild der CNO ist Folge eines Zusammentreffens von Stérungen in
mehreren immunregulatorischen Vorgangen. Es bestehen Gemeinsamkeiten mit dem
SAPHO-Syndrom im Erwachsenenalter, bei dem auch Veradnderungen bei den
Lymphozytensubpopulationen beschrieben wurden.

Ziel dieser Arbeit war es, CNO-Patientinnen durch Veranderungen des angeborenen
und adaptiven Immunsystems bzw. immunologischer Biomarker im Vergleich zu JIA-
Patientinnen und immunologisch Gesunden zu charakterisieren. Hier lag die Betonung
auf der Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen, die bisher bei der CNO nicht
untersucht sind.

Auler der immunologischen Charakterisierung von CNO-Patientinnen sollte geklart
werden, ob sich die zirkulierenden Lymphozytensubpopulationen bei CNO-Patientinnen
von JIA-Patientinnen und Gesunden unterscheiden. Diese wurden mit vorbeschrie-
benen Veranderungen beim SAPHO-Syndrom verglichen.

Mdgliche Assoziationen zwischen klinischen Merkmalen und CNO-Untergruppen
wurden deskriptiv dargestelit.

Neben der Erfassung von anamnestischen und klinischen Merkmalen wurden
immunologische Routine-Untersuchungen, Untersuchung der Neutrophilenaktivierung
sowie durchflusszytometrische Untersuchungen von Lymphozytensubpopulationen
durchgefihrt.

Dabei wurden unspezifisch erhdhte Entzindungsparameter bei CNO-Patientinnen im
Vergleich zu Gesunden beobachtet, die zur Aktivitatstiberwachung einsetzbar sind.

Die bei SAPHO-Patientinnen beschriebenen Veranderung der zirkulierenden
Lymphozytensubpopulationen konnten nicht bei CNO-Patientinnen bestatigt werden.
Es zeigten sich aber erh6hte EMRA-T-Zellen und low exhausted T-Helferzellen im
Vergleich zu Gesunden. Ebenso zeigten sich verminderte CD56+CD16+ NK-Zellen im
Vergleich zu Gesunden, die vereinbar mit den Untersuchungen beim SAPHO-Syndrom
sein kdnnten.

Diese Veranderungen kénnten zum einen Ausdruck einer T-Zellerschopfung sein, zum
anderen konnten verminderte NK-Zellen die Verbindung zu autoimmunologischen
Veranderungen darstellen. Beides konnte eine pathogenetische Rolle bei der CNO

spielen und therapeutische Optionen 6ffnen. Folgestudien sind notwendig.
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CNO is an autoinflammatory disease in childhood of unknown etiology presenting with
sterile bone inflammation. The pathophysiology is characterized by an altered innate
immune response resulting in cytokine dysbalance. Coincidence of changes in multiple
immunoregulatory pathways leads to the clinical picture of CNO. Similarities with the
SAPHO syndrome occurring in adulthood exist. Altered circulating lymphocyte
subpopulations have been described in SAPHO syndrome.

The purpose of the current study was to characterize CNO patients compared to JIA
patients and healthy controls by changes of the adaptive and innate immune system or
immunological biomarkers. We took a focus on the lymphocyte subpopulations, which
concerning CNO have not yet been studied.

Apart from the immunological characterization of CNO patients, differences of circulating
lymphocyte subpopulations comparing CNO and JIA patients or healthy controls are to
be examined and compared with changes described in SAPHO syndrome. Associations
between clinical signs and CNO subgroups are on record.

Apart from recording the history and clinical features, laboratory studies ofimmunological
routine parameters, neutrophil activation and cytometry of lymphocyte subpopulations
were performed.

Increased unspecific inflammatory markers were observed in CNO patients when
compared to healthy controls, which can be used for activity surveillance.

Alterations of circulating lymphocyte subgroups of SAPHO patients could not be
confirmed in CNO in our study.

Instead, increased EMRA t cells and low exhausted helper t cells compared to healthy
controls were demonstrated. Moreover, a reduction of CD56+CD16+ NK cells compared
to healthy controls has been shown, which might be compatible with studies of SAPHO
syndrome.

These changes could reflect t cell exhaustion on the one hand, on the other hand
reduced NK cells could express the link to autoimmunity. Both could be involved in

pathophysiology and might open therapeutical options. Further studies are needed.
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VI  Ubersicht der firr die Durchflusszytometrie verwendeten

Antikorper mit Farbstoffen

Antikorper Farbstoff Klon Firma

CD45RA FITC ALB11 Beckman Coulter
D183 (CXCR3) AF 488 G025H7 Beckman Coulter
CD27 PE 1A4CD27 Beckman Coulter
CD95 (FAS) PE uUB2 Beckman Coulter
CD25 PE B1.49.9 Beckman Coulter
CCRS5 (CD195) PE J418F1 BioLegend

CD16 ECD (PE- | 3G8 Beckman Coulter

Texas Red®)

CD62L ECD DREG56 Beckman Coulter
CD69 ECD TP1.55.3 Beckman Coulter
CD56 PC5.5 N901 Beckman Coulter
CD279 (PD1) PC5.5 PD1.3 Beckman Coulter
CD38 PC7 LS198-4-3 Beckman Coulter
CcD28 PC7 CD28.2 Beckman Coulter
CCR6 (CD196) PC7 B-R35 Beckman Coulter
CD24 APC ALB9 Beckman Coulter
CD27 APC 1A4CD27 Beckman Coulter
CD127 APC R34.34 Beckman Coulter
CD8 APC-AF700 B9.11 Beckman Coulter
CD3 APC-AF750 UCHT1 Beckman Coulter
CD19 PB J3-119 Beckman Coulter
CD57 PB NC1 Beckman Coulter
Anti-HLA-DR PB Immu-357 Beckman Coulter
CCR4 (CD194) PB L291H4 BioLegend

CD4 KrO 13B8.2 Beckman Coulter
CD45 KrO J33 Beckman Coulter

Abkirzungen: AF Alexa Fluor®, APC Allophycocyanin, C(X)CR Chemokinrezeptor, CD cluster of
differentiation, ECD Electron Coupled Dye = Phycoerythrin — Texas Red®, FITC Fluorescein Isothiocyanat,
HLA Humanes Leukozytenantigen, KrO Krome Orange, PB Pacific Blue®, PC Phycoerythrin-Cyanin, PD
programmed cell death, PE Phycoerythrin
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- Patienteninformation und Einwilligungserklarung
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2.

2.1.

2.2.

Zusammenfassung des Projektes

Die chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis ist eine seltene autoinflammatorische Erkrankung,
die tiberwiegend im Kindesalter auftritt und kinderrheumatologisch betreut wird. Die Atiologie
ist noch weitestgehend unbekannt. Der Verlauf der Erkrankung ist sehr unterschiedlich. Es
bestehen Therapieempfehlungen, allerdings gibt es keine Parameter, die die Wahl der
medikamentosen Therapie klar festlegen konnten. Auch prognostisch lasst sich der Verlauf
schwer vorhersagen.

Das sogenannte SAPHO-Syndrom (Synovitis, Akne, Pustulosis, Hyperostosis und Osteitis
Syndrom) des Erwachsenenalters dhnelt der kindlichen chronisch nicht-bakteriellen
Osteomyelitis stark. Hier konnten zum Teil Veranderungen des zelluldaren Immunsystems
aufgezeigt werden, z.B. Aktivierung von Th17-Zellen, die durch eine Osteoklastenaktivierung zur
Osteoklastogenese fiihren. Bei der chronisch nicht-bakteriellen Osteomyelitis sind bisher nur
wenige Verdanderungen auf der zelluldren Ebene beschrieben worden.

In der Kinderrheumatologischen Ambulanz an der Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin des
Universitatsklinikums Augsburg werden Patienten mit chronisch nicht-bakterieller Osteomyelitis
betreut. Auch hier zeigen diese Kinder unterschiedlichste Verlaufe.

In dieser Studie sollen Patienten mit chronisch nicht-bakterieller Osteomyelitis immunologisch
charakterisiert werden und mit Patienten mit juveniler idiopathischer Arthritis und
immunologisch Gesunden verglichen werden. Hierbei sollen neben den immunologischen Daten
auch anamnestische Daten und kernspintomographischen Befunden erfasst werden. Ziel ist es,
den Verlauf der Erkrankung durch eine immunologische Charakterisierung besser einschatzen
und mogliche prognostische Aussagen treffen zu kénnen.

Verantwortlichkeiten

Studienleiter

Regine Borchers PD Dr. Michaela Kuhlen

Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin
Universitatsklinikum Augsburg Universitatsklinikum Augsburg
Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg

Tel.: 0821/400-161395 Tel.: 0821/400-169307

Email: Regine.Borchers@uk-augsburg.de Email: Michaela.Kuhlen@uk-augsburg.de

Beteiligte Wissenschaftler

Prof. Dr. Dr. Michael Friihwald PD Dr. Andreas Rank

Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin Il. Medizinische Klinik
Universitatsklinikum Augsburg Universitatsklinikum Augsburg
Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg

Email: Michael.Fruehwald@uk-augsburg.de Email: Andreas.Rank@uk-augsburg.de

Dr. Kurt Vollert

Klinik fir Diagnostische und Interventionelle Radiologie
Universitatsklinikum Augsburg

Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg
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2.3.

2.4.

Email: Kurt.Vollert@uk-augsburg.de

Kooperationspartner

PD Dr. Matthias Wahle

[Il. Medizinische Klinik
Universitatsklinikum Augsburg
Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg

Email: Matthias.Wahle@uk-augsburg.de

Prof. Dr. Johannes-Peter Haas
Deutsches Zentrum fir Kinder- und
Jugendrheumatologie

Gehfeldstr. 24,

82467 Garmisch-Partenkirchen

Dr. Thomas Keller
Kinderrheumatologie

KJF Josefinum GmbH

Kapellenstr. 30, 86154 Augsburg
Email: Keller.Thomas@josefinum.de

Dr. Tobias Schuster

Kinderchirurgie

Universitatsklinikum Augsburg
Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg

Email: Tobias.Schuster@uk-augsburg.de

Email: haas.johannes-peter@rheuma-
kinderklinik.de

Fr. Elisabeth Kling

Institut flr Labormedizin und Mikrobiologie
Universitatsklinikum Augsburg

Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg

Email: Elisabeth.Kling@uk-augsburg.de

Geldgeber

Fir die Studie werden keine Gelder aus der Pharmaindustrie verwendet. Es wird im Rahmen der
intramuralen Forschungsforderung der medizinischen Fakultat der Universitat Augsburg ein
Antrag zur Promotionsforderung gestellt.

Ebenso ist ein Antrag zur Projektforderung bei der Dr. Melitta Berkemann Stiftung geplant.
Dartber hinaus werden Drittmittelgelder des Lehrstuhls fiir Kinder- und Jugendmedizin der
medizinischen Fakultat, Universitat Augsburg verwendet.

Wissenschaftlicher Hintergrund

Die chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis (CNO) ist eine autoinflammatorische Erkrankung
(AID) unklarer Atiologie, bei der sterile Knochenentziindungen, selten auch weitere
Organbeteiligungen, auftreten (1-4). Nach Ausschluss von bakteriellen Osteomyelitiden bzw.
malignen Veranderungen werden syndromale Formen meist mit monogenetischem Erbgang wie
z.B. das DIRA- oder Majeed-Syndrom abgegrenzt (5-7). Assoziationen zu inflammatorischen
Erkrankungen wie z.B. der Psoriasis oder chronisch entziindliche Darmerkrankungen und eine
familidare Haufung lassen auch bei der sporadischen CNO eine komplexe genetische Grundlage
ohne bisherigen Nachweis von spezifischen Genverdanderungen vermuten (5, 8).

Der Erkrankungsverlauf ist heterogen von monofokal selbstlimitierend bis rekurrierend
multifokal (7). Prognostische Verlaufsparameter sind nicht verfligbar (5). Einflussfaktoren wie z.B.
Umwelteinfliisse oder der Vitamin D-Status werden vermutet (1, 9-14).

Eine NSAR-Therapie gilt als Mittel der ersten Wahl. Bei NSAR-refraktdarer CNO stehen mehrere
medikament6se Therapieoptionen von DMARDs liber Biologika, Glucokortikoide und

Studienprotokoll_v1 07.04.2021
4



Bisphosphonate zur Verfligung ohne klare Zuordnung zur Verlaufsform. Leitlinien liegen nicht vor
(5,9, 15, 16).

Die CNO tritt vor allem im Kindesalter auf. Im Erwachsenenalter bestehen Gemeinsamkeiten mit
dem SAPHO-Syndrom (17, 18).

Bei AID steht die Dysregulation des angeborenen Immunsystems im Vordergrund (19). Dabei sind
der fehlende Nachweis von Autoantikorpern und spezifischen T-Zellen charakteristisch und
unterscheiden diese von Autoimmunerkrankungen (20). Auch der CNO liegt eine Storung des
angeborenen Immunsystem zugrunde, die zu einer Dysregulation der Zytokin-Produktion (z.B. IL-
1, IL-6 o. IL-10) fuhrt (21, 22). Dabei spielt das NLRP3-Inflammasom die bedeutendste Rolle,
allerdings wurden auch Inflammasom-unabhangige Wege beschrieben (1, 23-25).

Biomarker im Serum (z.B. CRP, BSG, IL-6, slL-2-Rezeptor) wurden zur Diagnosestellung bzw.
Verlaufsbeurteilung in wissenschaftlichen Untersuchungen ohne Ubernahme in die klinische
Routineversorgung evaluiert (5, 26) (27).

Zudem wurden auch Verdanderungen auf zelluldrer Ebene beobachtet. Bei CNO-Patienten
konnten z.B. CD14 Monozyten mit verminderter IL-10 Expression und gesteigerter Inflammasom-
Aktivierung oder eine Mastzellbeteiligung mit vermehrter Bildung von Mastzellenzymen
identifiziert werden (28) (29).

Beim SAPHO-Syndrom wurde eine verminderte Anzahl von natirlichen Killerzellen sowie eine
erhohte Th17/Treg Ratio beschrieben (30). Eine erhdhte Anzahl von Th17-Zellen konnte
identifiziert werden mit vermehrter Sekretion von IL-17 und damit Granulozyten-Aktivierung und
Bildung proinflammatorischer Zytokine, z.B. IL-1 (18, 31, 32).Die Aktivierung von Th17-Zellen
flhrt zu einer Osteoklastenaktivierung und konsekutiven Steigerung der Osteoklastogenese (18)
(33-35).

4. Projektziele
Ziel dieser Arbeit ist es, zelluldre Veranderungen des angeborenen und adaptiven Immunsystems
sowie Biomarker bei Kindern und Jugendlichen mit CNO im Vergleich zu JIA-Patienten und
Gesunden zu identifizieren und Korrelationen zwischen Auftreten immunologischer
Veranderungen und dem Krankheitsverlauf aufzeigen zu kénnen.
Durch Erfassung dieser Parameter und Gegenuberstellung klinischer, phanotypischer,
bildmorphologischer, aber auch anamnestischer Parameter in einer Datenbank sollen mégliche
Korrelationen in Bezug auf den Krankheitsverlauf untersucht werden.

5. ZielgroRen
Es handelt sich um eine Explorationsstudie, fiir die keine Fallzahlkalkulation erfolgt. Angestrebt
wird die Rekrutierung von mind. 15 Patienten pro Gruppe, d.h. insgesamt mind. 45 Patienten.

6. Studienpopulation

6.1. Ein- und Ausschlusskriterien
6.1.1. Einschlusskriterien
In die Studie eingeschlossen werden Patienten unter 18 Jahren sowie junge Erwachsene bis max.
25 Jahre mit der Diagnose chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis bzw. SAPHO-Syndrom
unabhangig vom Krankheitsstadium sowie Patienten mit juveniler idiopathischer Arthritis und
immunologisch Gesunde.

6.1.2. Ausschlusskriterien
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Ausgeschlossen werden Patienten mit fehlender Einwilligungserklarung des Patienten und/oder
der Sorgeberechtigten. Patienten mit chronisch nicht-bakterieller Osteomyelitis, die eine
weitere, nicht-assoziierte immunologische oder autoinflammatorische Grunderkrankung haben,
werden ausgeschlossen. In der Kontrollgruppe der Patienten mit juveniler idiopathischer Arthritis
durfen keine weiteren autoinflammatorischen Erkrankungen vorliegen. In der Kontrollgruppe der
Gesunden diirfen keine immunologischen oder autoinflammatorischen Erkrankungen vorliegen.

6.2. Rekrutierungswege und RekrutierungsmalRnahmen
Die Rekrutierung der Studienteilnehmer findet an der Universitatsklinik Augsburg, insbesondere
in der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin, Kinderchirurgie und der lll. Medizinischen Klinik,
statt. Darlber hinaus werden Studienteilnehmer im Deutschen Zentrum fiir Kinder- und
Jugendrheumatologie (Garmisch-Partenkirchen) sowie im Josefinum (Augsburg) rekrutiert. Dies
gilt insbesondere fir Patientengruppe mit chronisch nicht-bakterieller Osteomyelitis sowie fiir
die Kontrollgruppe mit juveniler idiopathischer Arthritis.
Die Rekrutierung der Kontrollgruppe der immunologisch Gesunden erfolgt vor allem Uber die
Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin und die Kinderchirurgie bei Patienten, die immunologisch
gesund sind und eine Blutentnahme bendtigen (z.B. OP-Planung, Routine-
Kontrolluntersuchungen, stationare Abklarung...).
Nach Bestatigung der Diagnosen bzw. Ausschluss einer immunologischen oder
autoinflammatorischen Erkrankung in den Kontrollgruppen werden die Patienten, die die
Einschlusskriterien erfillen, sowie deren Sorgeberechtigte liber die Studienziele und den
Studienablauf aufgeklart und zur Teilnahme an der Studie eingeladen. Bei Interesse an einer
Studienteilnahme erfolgt auf freiwilliger Basis die schriftliche Einwilligung.

7. Methodik und Durchfiihrung
7.1. Aufklarung und Einholung der Einwilligung
Die Aufklarung tber die Studie und deren genauer Inhalt und Ablauf erfolgt in einem Gesprach
zwischen dem Patienten und dessen Sorgeberechtigten und der Studienleitung (R. Borchers). In
dem Gesprach werden folgende Punkte erldutert: Erklarung Gber Ablauf, Nutzen, Ziele und
Risiken der Studie, Datenschutz, Teilnahmebedingungen und die Moéglichkeit zum Widerruf der
Einwilligung. Den Patienten und den Sorgeberechtigten wird zudem Informationsmaterial zur
Studie Ubergeben, in dem samtliche Punkte noch einmal zusammengefasst sind. Sowohl den
Teilnehmern als auch den Sorgeberechtigten wird auch nach dem Gesprach jederzeit die
Moglichkeit gegeben, Fragen zur Studie zu stellen.

7.2. Studiendesign

Das Studienvorhaben ist ein interdisziplindres Projekt, das die Disziplinen Kinderrheumatologie,
internistische Rheumatologie, Labormedizin, Himato-Onkologie (PD Dr. Rank, Immunologische
Testungen) und Kinderradiologie umfasst. Die vorliegende Studie ist eine gemischt
retrospektiv/prospektiv biomedizinische Studie im Sinne einer Explorationsstudie. Hierzu werden
bei der Patientengruppe anamnestische Daten Uiber einen Elternfragebogen und die Krankenakte
und schon bereits vorhandene bildmorphologische Befunde erhoben. Dariiber hinaus werden
nach Einwilligung zusatzliche Blutuntersuchungen im Rahmen einer routinemaRig erfolgenden
Blutentnahme durchgefiihrt. Als Kontrollgruppen dienen maoglichst nach Alter und Geschlecht
gematchte Patienten mit juveniler idiopathischer Arthritis sowie immunologisch und
autoinflammatorisch Gesunde.
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7.3. Studienablauf

Potenzielle Studienteilnehmer sind alle Kinder- und Jugendlichen im Alter von 1 bis 17 Jahren
sowie junge Erwachsene bis max. 25 Jahre, die die vorgenannten Einschlusskriterien erfillen. In
einem Gesprach werden die Patienten und deren Sorgeberechtigten lber die Studie, deren Ziele
und Ablauf ausfihrlich informiert und aufgeklart.

Nach freiwilliger, schriftlicher Einwilligung in die Studie und Unterzeichnung der
Datenschutzerklarung folgt eine Blutentnahme im Rahmen der Routine-Blutuntersuchungen.
Zudem erhalten die Teilnehmer bzw. deren Sorgeberechtigten einen Fragebogen zur Erhebung
anamnestischer Daten, der nach Beantwortung der Fragen an die Studienleitung zuriickgegeben
wird.

Die gewonnenen Blutproben werden entsprechend zeitnah analysiert (Routine-Untersuchung
und zusatzliche Untersuchung).

Bereits durchgefiihrte kernspintomographische Untersuchungen werden nach Festlegung eines
standardisierten Vorgehens ggf. nach-befundet (OA Dr. Vollert, Kinderradiologie,
Universitatsklinikum Augsburg).

Zudem werden ggf. vorhandene oder noch fehlende Daten aus den Krankenakten erganzt.

Die erhobenen Daten und Messwerte werden pseudonymisiert (siehe 10.1) in eine Datenbank,
die zuvor erstellt wurde, eingepflegt und entsprechend ausgewertet.

7.4. Zu erfassende Daten (aus dem Teilnehmer-Fragebogen bzw. der Patientenakte zu

entnehmen)
1. Alter
2. Geschlecht
3. Vorerkrankungen/Begleiterkrankungen
4. Immunologische/autoinflammatorische Erkrankungen in der Familie (1. und 2.

Generation)

5. Impfstatus (anamnestisch nach Impfausweis)

6. Manifestation der Erkrankung (Zeitpunkt, Klinik)

7. Klinische Symptome im Verlauf

8. Begleitsymptome (z.B. Hautveranderungen...)

9. Assoziierte Erkrankungen (z.B. palmoplantare Pustulosis...)

10. Therapieverlauf insbesondere medikamentdse Therapie (bisher und aktuell)

11. Klinischer Erkrankungsverlauf (aktiv, selbstlimitierend, chronisch, Rezidiv) bzw.
therapeutisches Ansprechen

12. Kernspintomographische Befunde im Verlauf

13. Krankheitsaktivitat zum Zeitpunkt der Blutentnahme

7.5. Messparameter

1. Blutbild, Differentialblutbild, CRP, BSG, IL-6, sIL-2 Rezeptor, 2-Mikroglobulin, ANA

2. 1gG, IgM, IgA, 1gG-Subklassen

3. 25-OH-Vitamin D

4. Fur die Studie zusatzlich erhobene Parameter:
- Zelluldrer Immunstatus mit Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen mittels
Durchflusszytometrie (PD Dr. Rank, Il. Medizinische Klinik, Universitatsklinikum
Augsburg) mit

- B-Lymphozyten mit funktionellen Untergruppen: naive, transitorische, class-
switch und memory B-Zellen
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- Gesamt T-Lymphozyten (CD3+) mit

-T-Helferzellen (CD4+) mit funktionellen Untergruppen: Thl, Th2, Th17,
naive, aktivierte (CD69+ und HLA-DR+), regulatorische und memory (center
memory sowie effector memory) T-Zellen

-zytotoxische T-Zellen (CD8+) mit funktionellen Untergruppen: naive,
aktivierte (friih, intermediate, late, exhausted, und terminal effector sowie
CD69+ und HLA-DR+), regulatorische und memory (center memory sowie
effector memory mit und ohne Koexpression von CD45RA) T-Zellen

- NK-Zellen

- funktionelle Kompetenz der neutrophilen Aktivierung (Oxidative burst) (ILM,
Universitatsklinikum Augsburg)

5. MRT-(Nach-)Befundung (insbesondere Anzahl der Herde, Lokalisation, ggf. KM-
Aufnahme, Beschreibung der auffilligen Sequenzen)

7.6. Zeitraum der Datenerfassung
Die retrospektive Datenerhebung erfasst den Zeitpunkt seit Krankheitsmanifestation bis zur
Blutentnahme. Die Blutentnahme findet zum Zeitpunkt der ndchsten Routine-Vorstellung statt.
Ein ggf. zweite Blutentnahme und ggf. weitere Datenerfassung erfolgt frihestens nach 3
Monaten im Rahmen der darauffolgenden Routine-Vorstellung, abhangig vom Krankheitsverlauf
(z.B. Anderung der Krankheitsaktivitat).

7.7. Gesamtdauer des Projekts

Die Gesamtdauer des Projektes betrdgt 2 Jahre bzw. bis zur Rekrutierung von mind. 15 Patienten
mit chronisch nicht-bakterieller Osteomyelitis und jeweils 15 Patienten der Kontrollgruppen (JIA
und Gesunde).

8. Nutzen-Risiko-Abwagung

8.1. Studienbedingte Belastungen und Risiken
Da die Blutentnahmen im Rahmen der notwendigen Routine-Kontrollen erfolgen, sind keine
dartber hinaus gehenden Blutentnahmen zur Teilnahme an der Studie notwendig. Es werden
auch keine zusatzlichen Bildgebungen auflerhalb der Routine-Kontrollen durchgefiihrt. Somit
besteht keine zuséatzliche Belastung.
Da fir die zusatzlichen Laboruntersuchungen eine nur geringe Menge an Blut notwendig ist,
besteht hier kein gesundheitliches Risiko fiir die Patienten. Auf die Behandlung haben die
gewonnenen Daten keinen Einfluss.

8.2. Mit der Studie verbundener Nutzen
Fiir die Patienten hat die Teilnahme an der Studie keinen unmittelbaren Nutzen, da die
Natzlichkeit der Ergebnisse erst noch wissenschaftlich ausgewertet und bewiesen werden muss.
Die Patienten erhalten keinen Befundbericht der zusatzlich durchgefiihrten Analysen.
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8.3. Statement zur arztlichen Vertretbarkeit
Die Studie wird unter Beriicksichtigung der folgenden Richtlinien durchgefiihrt:
- Revidierte Deklaration von Helsinki Version 2013
- Bundesdatenschutzgesetz 2009
- Europaisches Datenschutzgesetz 2019

9. Biometrie

9.1. Explorative Studie

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Explorationsstudie als Vorbereitung auf eine
mogliche konfirmatorische Studie.

9.2. Statistische Verfahren
Die Daten werden mithilfe deskriptiver Analysen ausgewertet. Flir metrische Daten werden
Mittelwerte und Standardabweichungen hinzugezogen. Bei kategorialen Variablen werden
Haufigkeitsverteilungen eingesetzt. Gruppenvergleiche werden je nach Skalenniveau mit chi2-, U-
oder t-Tests analysiert.

10. Datenmanagement und Datenschutz

10.1. Datenerfassung und Datenspeicherung
Die erhobenen Daten werden in einer Datenbank auf einem internen Datenserver gespeichert,
ein regelmaliges Backup erfolgt auf einem externen Datenspeicher. Die Datenserver sind
passwortgeschiitzt und nur vom Intranet des Universitatsklinikums Augsburg aus zuganglich.
Zugriff haben nur die Studienleiter.
Die Verschlisselung erfolgt mittels fortlaufender Identifizierungsnummer, die sich nicht aus den
Initialen oder dem Geburtsdatum der Patienten zusammensetzt. Eine Identifizierungsliste wird
von der Projektleitung auf dem zugriffsgeschiitzten Server in Form einer passwortgeschiitzten
Excel-Tabelle gespeichert, die in einem separaten Projektordner abgelegt wird. Die
Einwilligungserklarungen werden getrennt von den tibrigen Daten in einem Projektordner
abgelegt. Die Daten werden fiir 10 Jahre gespeichert.

10.2. Datenweitergabe
In der vorliegenden Studie ist die Weitergabe der Daten an Dritte nicht vorgesehen. Im Rahmen
von wissenschaftlichen Vortragen und Publikationen werden die Daten anonymisiert, ein
Ruckschluss auf die Patienten ist nicht moglich.

10.3. Widerruf, Datenléschung
Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Patienten bzw. Sorgeberechtigte kénnen die Einwilligung
zur Teilnahme an der Studie jederzeit und ohne Angabe von Griinden mit sofortiger Wirkung
widerrufen. Bei einem Widerruf werden alle bis dahin erhobenen und gespeicherten Daten im
Rahmen der Studie geldscht. Die fiir die Routine-Untersuchung erhobenen Daten im Rahmen der
Patientenversorgung bleiben davon unberihrt.

11. Versicherung
Es werden keine Versicherungen fiir Probanden oder Studienleiter abgeschlossen.
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12. Unterschriften

Augsburg, 07.04.2021

Regine Borchers PD Dr. Michaela Kuhlen

Prof. Dr. Dr. Michael Frihwald PD Dr. Andreas Rank

Dr. Kurt Vollert

Studienprotokoll_v1 07.04.2021
10



Abkiirzungsverzeichnis:

AID autoinflammatory disease, Autoinflammtionserkrankung
ALL akute Lymphatische Leukdamie

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit

CcD Clusters of Differentiation

CNO chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis

CRMO chronisch rekurrierende multifokale Osteomyelitis

CRP C-reaktives Protein

DIRA-Syndrom

Defizienz des Interleukin-1-Rezeptor-Antagonisten-Syndrom

DMARDs Disease Modifying Anti-Rheumatic Drugs
EHS Environmental Health Sciences

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting (= Durchflusszytometrie)
Ig Immunglobulin

IL Interleukin

JIA juvenile idiopathische Arthritis

MCP-1 Monocyte chemotactic protein 1

MIS Medical Information Sciences

MRT Magnetresonanztomographie

NK-Zellen natirliche Killer-Zellen

NSAR nichtsteroidale Antirheumatika

PAPA-Syndrom Pyogene Arthritis, Pyoderma gangraenosum und Akne-Syndrom
PMBC Peripheral Blood Mononuclear Cells (=periphere mononukledre Blutzellen)
RTE recent thymic emigrants (Thymusemigranten = Thymusreserve)
SAPHO-Syndrom Synovitis, Akne, Pustulosis, Hyperostosis and Osteitis Syndrom

sIL-2-Rezeptor soluble (l6slicher) Interleukin-2-Rezeptor

Th17 T-Helferzelle 17
TNFa Tumor Nekrose Faktor alpha
Treg regulatorische T-Zellen
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AUGSBURG

Kinderklinik Augsburg
Mutter-Kind-Zentrum Schwaben

Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin

UNIVERSITATSKLINIKUM A

Patienteninformation und Einwilligungserklarung
Information fiir Jugendliche ab 16 Jahren, Eltern und Sorgeberechtigte

yImmunologische Charakterisierung bei chronisch nicht-bakterieller
Osteomyelitis”

Liebe Jugendliche, liebe Eltern und Sorgeberechtigte,

Du bist/ Ihr Kind ist an einer chronisch nicht-bakteriellen Osteomyelitis erkrankt und wird in unserer
Kinderrheumatologischen Ambulanz am Universitatsklinikum Augsburg behandelt. Die chronisch
nicht-bakterielle Osteomyelitis gehort zu den sogenannten seltenen Erkrankungen, fiir die
wissenschaftliche Untersuchungen aufgrund ihrer Seltenheit besonders wichtig sind.

Wir méchten dich/ Sie daher bitten, uns in 0.g. Studie zur Ursachenforschung dieser Erkrankung zu
unterstitzen.

Solltest Du/Ihr Kind nicht an einer chronisch nicht-bakteriellen Osteomyelitis erkrankt sein, wenden
wir uns trotzdem an Dich/Sie, da Du/lhr Kind entweder an einer juvenilen idiopathischen Arthritis
erkrankt bist/ist oder Du/Ihr Kind immunologisch gesund bist/ist. Aus beiden Gruppen benétigen wir
Patienten als sogenannte Kontrollgruppe, um die Ergebnisse der Untersuchungen vergleichen zu
kénnen.

Im Folgenden méchten wir Dir/ Thnen ndhere Informationen zur Studie geben, damit du/ Sie eine
Entscheidung tber Deine/ Ihre Teilnahme treffen kannst/ kénnen. Bitte lies/ lesen Sie diese
Informationen sorgfaltig und besprich/ besprechen Sie evtl. verbleibende Fragen gerne mit uns in
unserer Kinderrheumatologischen Ambulanz.

Die chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis zahlt zu den sogenannten autoinflammatorischen
Erkrankungen, bei denen es zu einer liberschielenden Entziindungsreaktion in Teilen des
Immunsystems kommt. Die genauen Ursachen und Vorgédnge im Immunsystem sind bei dieser
Erkrankung weiterhin unbekannt. Unklar ist auch, ob andere Bereiche des Immunsystems einen
Einfluss auf die Erkrankung und deren Verlauf haben kénnen. Daher méchten wir diese besser
verstehen und wollen im Rahmen dieser Studie — Uber die Ubliche Routine hinausgehend - bestimmte
Immunzellen (z.B. T-Zellen) und Biomarker (z.B. Entziindungseiweifle) bei Patienten mit chronisch
nicht-bakterieller Osteomyelitis sowie Kontrollgruppen (Patienten mit juveniler idiopathischer
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Arthritis und gesunde Patienten) zum Vergleich untersuchen. Wir hoffen, mit diesen Untersuchungen
zukilnftig den Verlauf der Erkrankung und die notwendige Behandlungsintensitat bzw. -dauer besser
einschatzen zu kénnen.

Im Rahmen der Routine-Untersuchungen in unserer Kinderrheumatologischen Ambulanz wird Dir/
lhrem Kind regelmaRig Blut zur Krankheits- und Therapieliberwachung abgenommen. Bei diesen
Blutentnahmen maochten wir Dir/ lhrem Kind nach Einschluss in die Studie zusatzlich 3 ml Blut (1
Teel6ffel) abnehmen.

Zudem erhéltst Du/ erhalten Sie einen Fragebogen, den wir Dich/ Sie bitten, einmalig auszufillen.
Dieser beinhaltet vor allem Fragen zum Krankheitsverlauf sowie zu méglichen Einflussfaktoren.

Falls Rontgen-Untersuchungen oder MRT-Untersuchungen (Kernspintomographische Bilder)
vorliegen oder noch geplant sein sollten, werden diese ebenfalls nach-befundet und ausgewertet.

Es wurde keine Patienten-/ Probanden-Versicherung abgeschlossen, da die Untersuchungen im
Rahmen der notwendigen Routine-Untersuchungen stattfinden. Bei den studienbedingten
Blutentnahmen steht hr Kind/ stehen Sie gemaR §2 (1) Nr. 13b SGB VIl unter dem Schutz der
gesetzlichen Unfallversicherung. Diese schliel3t etwaige Wegeunfalle ein, die auf direktem Weg vom
oder zum Ort der Probenentnahme auftreten.

Bei dieser Studie werden die Vorschriften Gber die arztliche Schweigeplicht und den Datenschutz
eingehalten. Fir die Bewertung der Untersuchungsergebnisse ist die Bertlicksichtigung der
Krankengeschichte und Deiner tbrigen Befunde/ der tbrigen Befunde lhres Kindes notwendig. Der
Schutz der Daten ist aber in jedem Fall gesichert.

Die Fragebbgen und Laborergebnisse werden mit einer Studiennummer versehen, sodass Dein
Name/ der Name lhres Kindes in der Datenerhebung nicht erkennbar ist. Die Zuordnung der Daten zu
Dir/ lhrem Kind ist nur den Studienmitarbeitern liber eine sogenannte Pseudonymisierungsliste
moglich.

Die Daten werden mit der Studiennummer ohne Nennung Deines Namens/ des Namens lhres Kindes
in eine Datenbank eingegeben, den gesetzlichen Bestimmungen entsprechend fiir 10 Jahre archiviert
und wissenschaftlich ausgewertet. Die Ergebnisse der Studie werden in wissenschaftlichen
Zeitschriften und Konferenzen bzw. im Rahmen einer Promotion veroffentlicht. Diese
Veroffentlichungen werden keinerlei persénliche Daten enthalten, die Rickschlisse auf Dich/ lhr
Kind ermdglichen.

Die den allgemeinen Empfehlungen entsprechende Diagnostik und Therapie werden durch dieses
Forschungsvorhaben nicht beeintrachtigt oder verandert. Die zusatzlich gewonnenen
Untersuchungsergebnisse haben auf Deine Behandlung/ die Behandlung Ihres Kindes keinen Einfluss
und auch keinen unmittelbaren Nutzen, da die Nitzlichkeit dieser Ergebnisse erst noch
wissenschaftlich untersucht und ggf. im Rahmen weiterer Studien bewiesen werden muss. Ein
Befundbericht zu diesen Ergebnissen wird daher nicht erstellt. Die Blutentnahmen erfolgen im
Rahmen von Routine-/ Kontrollabnahmen, die auch auRerhalb dieser Studie erforderlich sind. Durch
die Entnahme des zuséatzlichen Blutes entsteht kein Risiko fiir Dich/ Ihr Kind.

Das Forschungsvorhaben ist ein interdisziplindres Projekt, an dem Mitarbeiter der Kinderklinik und
Kinderchirurgie, der Kinderradiologie, des Instituts fiir Laboratoriumsmedizin und der Il
Medizinischen Klinik beteiligt sind.
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Hiermit mochten wir Dich/ Sie einladen, an dieser Studie teilzunehmen. Die Teilnahme ist freiwillig
und kann jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne Entstehung von Nachteilen fiir Deine
Behandlung/ die Behandlung Ihres Kindes widerrufen werden.

Stelle/n Sie alle Fragen, die Dir/ lhnen wichtig erscheinen und lass Dir/ lassen Sie sich ausreichend
Zeit fur die Entscheidung zur Teilnahme an dieser Studie. Wenn Du Dich entschlieRt/ Sie sich
entschlieRen, an der Studie teilzunehmen, erteile/n Sie uns bitte Deine/ Ihre Einwilligung auf der
beigefligten Einwilligungserklarung.

Fir die Studie verantwortlich sind:
Regine Borchers
Kinderrheumatologie

Kinderklinik Augsburg
Universitatsklinikum Augsburg
Stenglinstr. 2

86156 Augsburg

Tel.: 0821/400-9210

Email: Regine.Borchers@uk-augsburg.de

PD Dr. med. Michaela Kuhlen
Schwabisches Kinderkrebszentrum
Kinderklinik Augsburg
Universitatsklinikum Augsburg
Stenglinstr. 2

86156 Augsburg

Tel.: 0821/400-9300

Email: Michaela.Kuhlen@uk-augsburg.de
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Information fiir Jugendliche von 12-15 Jahren

ylmmunologische Charakterisierung bei chronisch nicht-bakterieller
Osteomyelitis”

Liebe/r )

Du bist an einer chronisch nicht-bakteriellen Osteomyelitis erkrankt und wirst in unserer
Kinderrheumatologischen Ambulanz am Universitatsklinikum Augsburg regelmafRig behandelt. Die
chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis gehort zu den sogenannten seltenen Erkrankungen, fir die
wissenschaftliche Untersuchungen aufgrund ihrer Seltenheit besonders wichtig sind.

Da Du diese sehr seltene Erkrankung hast und wir mehr Gber diese Erkrankung lernen wollen,
mochten wir Dich fragen, ob Du an einer sogenannten Studie teilnehmen mdchtest.

Solltest Du nicht an einer chronisch nicht-bakteriellen Osteomyelitis erkrankt sein, kann es sein, dass
wir Dich trotzdem fragen, ob Du an dieser Studie teilnehmen mochtest. Um Vergleiche machen zu
kénnen, suchen wir auch Patienten mit einer juvenilen idiopathischen Arthritis oder Patienten, die
keine entzlindliche Erkrankung haben und bereit sind, an dieser Studie teilzunehmen.

Was das fiir Dich genau bedeutet, erklaren wir Dir in diesem Informationsschreiben. Wenn Du noch
Fragen hast, kannst Du uns diese gerne in unserer Kinderrheumatologischen Ambulanz stellen.

Die chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis ist eine Erkrankung, die in Deinem Korper entsteht und
eine sehr starke Entzlindung, die vor allem die Knochen betrifft, verursacht. Diese entsteht durch
Veranderungen in Deinem sogenannten Abwehrsystem (damit kann Dein Koérper z.B. Bakterien oder
dhnliches abwehren). Die genauen Ursachen und Vorgange innerhalb des Abwehrsystems sind bei
dieser Erkrankung weitestgehend unbekannt. Unklar ist auch, ob andere Bereiche des
Abwehrsystems einen Einfluss auf die Erkrankung und deren Verlauf haben kénnen. Daher mochten
wir diese besser verstehen und wollen im Rahmen dieser Studie — Giber die lbliche Routine
hinausgehend — zum Beispiel bestimmte Abwehrzellen bei Patienten mit chronisch nicht-bakterieller
Osteomyelitis sowie Kontrollgruppen (Patienten mit einer sogenannten idiopathischen Arthritis und
gesunde Patienten) zum Vergleich untersuchen. Aus den gewonnenen Erkenntnissen hoffen wir, den
Verlauf Deiner Erkrankung und die notwendige Behandlungsstarke bzw. -dauer besser einschatzen zu
kénnen.

Im Rahmen der Routine-Untersuchungen in unserer Kinderrheumatologischen Ambulanz wird Dir
regelmaRig Blut zur Krankheits- und Therapieliberwachung abgenommen. Bei diesen Blutentnahmen
mochten wir Dir, nachdem Du Dich zur Teilnahme an der Studie entschieden hast, zusatzlich wenig
Blut (ca. 1 Teeloffel) abnehmen. Daflir musst Du keinen zusatzlichen Termin ausmachen und erhaltst
keinen zusatzlichen ,,Piekser”.

AuBerdem bekommst Du einen Fragebogen, den Du zusammen mit Deinen Eltern ausfiillst oder
Deine Eltern auch alleine ausfiillen kdnnen. Wir sehen uns auflerdem Deine
kernspintomographischen Untersuchungen (, die Bilder, die in einer langen Rohre gemacht werden”),
die schon gemacht wurden oder noch gemacht werden, genau an.

Deine Daten werden so auf dem PC in der Klinik gespeichert, dass keine fremde Person weil3, dass Du
an der Studie teilnimmst. Wir benutzen dafiir statt Deinem Namen einen Code zur Verschlisselung
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mit Zahlen und Buchstaben. Wenn wir Gber die Ergebnisse unserer Untersuchung einen
wissenschaftlichen Artikel schreiben, wird Dein Name nicht genannt.

Du nimmst an der Studie nur teil, wenn Du dazu freiwillig und schriftlich Deine Einwilligung erklarst.
Wenn Du nicht teilnehmen mdéchtest oder es Dir spater anders (iberlegst und aufhdren méchtest,
entstehen Dir dadurch keine Nachteile. Du kannst deine Einwilligung jederzeit ohne Angabe von
Grinden rickgangig machen.

Stelle alle Fragen, die Dir wichtig sind und lass Dir ausreichend Zeit flir Deine Entscheidung zur
Teilnahme an dieser Studie. Wenn Du Dich entschlieRt, an der Studie teilzunehmen, bestatige uns
das bitte durch Deine Unterschrift auf der beigefiigten Einwilligungserklarung.

Fiir die Studie verantwortlich sind:
Regine Borchers

Kinderrheumatologie

Kinderklinik Augsburg
Universitatsklinikum Augsburg
Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg

Tel.: 0821/400-9210

Email: Regine.Borchers@uk-augsburg.de

PD Dr. med. Michaela Kuhlen
Schwabisches Kinderkrebszentrum
Kinderklinik Augsburg
Universitatsklinikum Augsburg
Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg

Tel.: 0821/400-9300

Email: Michaela.Kuhlen@uk-augsburg.de

Wenn Du noch Fragen zur Studie hast, kannst Du diese hier aufschreiben:
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Information fiir Kinder von 6-11 Jahren

ylmmunologische Charakterisierung bei chronisch nicht-bakterieller
Osteomyelitis”

Liebe/r )

Du kommst regelmaRig zu uns in die Kinderrheumatologische Ambulanz, da Du aufgrund Deiner
Erkrankung untersucht wirst und eventuell Medikamente einnehmen musst. Daher muss dir leider
auch immer wieder Blut abgenommen werden.

Da du eine sehr seltene Erkrankung (Knochenentziindung) hast und wir mehr tiber diese Erkrankung
lernen wollen, mochten wir dich fragen, ob du an einer sogenannten Studie teilnehmen mochtest.

Solltest Du eine andere Erkrankung haben (Gelenkentziindung) oder nicht die
Kinderrheumatologische Ambulanz besuchen, kann es sein, dass wir Dich trotzdem fragen, ob Du
mitmachst, da wir auch Kinder suchen, die wir mit den Kindern mit einer Knochenentziindung
vergleichen kdnnen.

Was das fiir Dich genau bedeutet, erkldren wir Dir in diesem Informationsschreiben.

Bisher wissen wir nicht, wie Deine Erkrankung genau entsteht bzw. warum die Krankheit bei jedem
etwas anders verlauft. Daher wollen wir Dein Blut genauer untersuchen. Damit wir das tun kénnen,
nehmen wir Dir bei einer notwendigen Blutabnahme, die auch ohne diese zusatzliche Untersuchung
gemacht wird, ein ganz wenig mehr Blut ab. Du bekommst also keinen zusatzlichen ,,Piekser” und
musst selbst daflir auch nichts Besonderes machen. Das Blut untersuchen wir dann in einem Labor.

AulRerdem bekommst Du einen Fragebogen, den Du zusammen mit Deinen Eltern ausfillst oder
Deine Eltern auch alleine ausfiillen kdnnen. Wir sehen uns auferdem die kernspintomographischen
Untersuchungen (,,Bilder, fiir die du in einer langen Rohre liegen musstest”) genau an. Es erfolgen fir
diese Studie keine zusatzlichen Untersuchungen ,in der Rohre”.

Wir mochten Dich einladen, an dieser Studie teilzunehmen. Die Teilnahme ist freiwillig und Du kannst
sie jederzeit beenden, wenn Du nicht mehr mitmachen mdéchtest.

Du hast Zeit, Dir zu Uiberlegen, ob Du an der Studie teilnehmen mochtest. Wenn Du Dich fiir eine
Teilnahme an dieser Studie entscheidest, kannst Du diese Entscheidung auch jederzeit wieder
riickgangig machen. Das ist vollig in Ordnung.

Fur die Studie verantwortlich sind:

R. Borchers, Tel.: 0821/400-9210, Email: Regine.Borchers@uk-augsburg.de
PD. Dr. M. Kuhlen, Tel.: 0821/400-9300, Email: Michaela.Kuhlen@uk-augsburg.de

Wenn Du noch Fragen zur Studie hast, kannst Du diese hier aufschreiben:
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Datenschutz-Information gemaB Datenschutzgrundverordnung (DSGVO)

Rechtsgrundlage fiir die Datenverarbeitung ist lhre freiwillige Einwilligung (Art. 6 Abs. 1 Buchst. a,
Art. 9 Abs. 2 Buchst. a) DSGVO). Die Daten werden also nur dann erhoben, gespeichert, ausgewertet
und weitergegeben, wenn Sie dazu schriftlich Ihre Einwilligung erkldren. Auch wenn Sie lhre
Einwilligung zunachst erteilen, kdnnen Sie sie ohne Angabe von Griinden widerrufen.

Der Verantwortliche fiir die Datenverarbeitung ist:
Regine Borchers. Kinderklinik Augsburg, Universitatsklinikum Augsburg, Stenglinstr. 2, 86199
Augsburg. Tel.: 0821/400-9210. Email: Regine.Borchers@uk-augsburg.de

Bei dieser Studie werden die Vorschriften tGber die drztliche Schweigepflicht und den Datenschutz
eingehalten. Es werden personliche Daten und Befunde von Ihnen verschlisselt (pseudonymisiert),
d.h. weder lhr Name noch lhre Initialen oder das Geburtsdatum erscheinen im Verschlisselungscode,
verarbeitet und an den Initiator der Studie (Frau Regine Borchers) bzw. von ihm beauftragte Stellen
zum Zweck der wissenschaftlichen Auswertung weitergeleitet. Zugriff auf die personenbezogenen
Daten haben nur die Studienleiterin (Frau Regine Borchers) und ihre Stellvertreterin (PD Michaela
Kuhlen) sowie von der Studienleiterin zur Verschwiegenheit verpflichtete Mitglieder des
Studienteams.

Pseudonymisieren bedeutet, dass die erhobenen Daten ohne Hinzuziehung einer Liste nicht mehr
einer spezifischen betroffenen Person zugeordnet werden kdnnen. Die personenbezogenen Daten,
wie z. B. der Name und das Geburtsdatum, werden durch einen Nummerncode ersetzt. Im
Studienzentrum ist eine Liste hinterlegt, auf der die Namen den Nummern- und/oder
Buchstabencodes zugeordnet sind. Diese Liste wird im Studienzentrum gesondert aufbewahrt und
unterliegt dort technischen und organisatorischen MaBnahmen, die gewahrleisten, dass die von
Ihnen erhobenen Daten Ihnen durch unbefugte Personen nicht zugeordnet werden kdnnen. Eine
Entschliisselung erfolgt nur in folgenden Situationen: Zur Uberwachung der Studiensicherheit kann
Einsicht in die Originaldaten (z.B. der Krankenakte) durch autorisierte Personen genommen werden.

Sofern der Forscher eine Entschliisselung aus wissenschaftlichen Griinden vornehmen mochte, wird
zuvor eine Zustimmung der Ethikkommission eingeholt.

Die pseudonymisierten Daten werden 10 Jahre nach Beendigung oder Abbruch der Studie an der
Kinderklinik Augsburg, Universitatsklinikum Augsburg aufbewahrt. Sie sind gegen unbefugten Zugriff
gesichert. Sie werden geldscht, wenn sie nicht mehr benétigt werden. Spatestens nach 10 Jahren
werden sie geldscht.

Die Daten werden zu jeder Zeit (auch im Falle der Veroffentlichung der Studienergebnisse)
vertraulich behandelt.

Sind mit der Datenverarbeitung Risiken verbunden?

Bei jeder Erhebung, Speicherung, Nutzung und Ubermittlung von Daten bestehen
Vertraulichkeitsrisiken (z.B. die Moglichkeit, die betreffende Person zu identifizieren). Diese Risiken
lassen sich nicht vollig ausschliefen und steigen, je mehr Daten miteinander verknipft werden
kénnen. Der Initiator der Studie versichert lhnen, alles nach dem Stand der Technik Mogliche zum
Schutz lhrer Privatsphare zu tun und Daten nur an Stellen weiterzugeben, die ein geeignetes
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Datenschutzkonzept vorweisen konnen. Medizinische Risiken sind mit der Datenverarbeitung nicht
verbunden.

Sie kdnnen lhre Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Griinden schriftlich oder miindlich
widerrufen, ohne dass Ihnen daraus ein Nachteil entsteht. Wenn Sie lhre Einwilligung widerrufen,
werden keine weiteren Daten mehr erhoben. Die bis zum Widerruf erfolgte Datenverarbeitung bleibt
jedoch rechtmaRig. Sollten Sie im Verlauf der Studie Ihre Einwilligung widerrufen, werden Sie gefragt,
ob Sie mit der anonymisierten Weiterverwendung lhrer Daten und ggf. Proben einverstanden sind
oder ob eine Léschung der Daten bzw. Vernichtung der Proben erfolgen soll.

Sie haben das Recht, vom Verantwortlichen Auskunft (iber die von Ihnen gespeicherten
personenbezogenen Daten (einschlieRlich einer kostenlosen Uberlassung einer Kopie der Daten) zu
verlangen. Ebenfalls kdnnen Sie die Berichtigung unzutreffender Daten sowie gegebenenfalls eine
Ubertragung der von lhnen zur Verfiigung gestellten Daten und die Einschrankung ihrer Verarbeitung
verlangen. Bitte wenden Sie sich im Regelfall an das Studienzentrum, denn allein das Studienzentrum
kann aufgrund des Pseudonymisierungsprozesses vollumfanglich auf Ihre Daten zugreifen bzw.
entsprechende Auskiinfte geben. Der Initiator der Studie kann vor diesem Hintergrund nur sehr
begrenzt helfen.

Name und Kontaktdaten des zustandigen behdrdlichen Datenschutzbeauftragten:
Herr Rainer Schrenk

Stabstelle Datenschutz

UK-Augsburg, Stenglinstr. 2, 86156 Augsburg

Email: datenschutz@uk-augsburg.de

Es besteht ein Beschwerderecht bei der Datenschutz-Aufsichtsbehdrde:

Sie haben unbeschadet der genannten Rechte und der Moéglichkeit der Geltendmachung anderer
Rechtsbehelfe jederzeit die Moglichkeit, Ihr Recht auf Beschwerde bei einer Aufsichtsbehorde,
insbesondere in dem Mitgliedstaat lhres Aufenthaltsorts, lhres Arbeitsplatzes oder des Orts des
mutmaRlichen VerstoRes geltend zu machen, wenn Sie der Ansicht sind, dass die Verarbeitung der
Sie betreffenden personenbezogenen Daten gegen datenschutzrechtliche Vorschriften verstoRt (Art.
77 DSGVO).

Die grundsatzlich fur den Studienstandort zustdnde Datenschutz-Aufsichtsbehdrde ist:

Der Bayerische Landesbeauftragte fir den Datenschutz, Datenschutz-Aufsichtsbehoérde des
Bundeslandes Bayern, Postfach 22 12 19, 80502 Miinchen, Tel.: 089 212672 0, Email:
poststelle@datenschutz-bayern.de
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Einwilligungserklarung

Zur Teilnahme an der Studie

y,dmmunologische Charakterisierung bei chronisch nicht-bakterieller
Osteomyelitis”

Name der Patientin /des Patienten:

Geburtsdatum:

Die Patienten-/ Elterninformation habe ich erhalten. Durch meine Unterschrift bestéatige ich, dass ich
den Inhalt der Information gelesen und verstanden habe. Ich hatte Gelegenheit, alle mir wichtigen
Fragen zu stellen, die zu meiner Zufriedenheit umfassend beantwortet wurden.

Ich bin mit der erweiterten Untersuchung durch Abnahme einer Blutprobe, Auswertung vorliegender
oder noch geplanter kernspintomographischer Untersuchungen und Auswertung eines Fragebogens
bzw. der Krankenakte einschlieBlich Speicherung meiner personenbezogenen Daten fiir
wissenschaftliche Zwecke im Rahmen der Studie ,Immunologische Charakterisierung bei chronisch
nicht-bakterieller Osteomyelitis“ einverstanden.

O ja
O nein
Bitte zutreffendes ankreuzen.

“«

In der Studie ,Immunologische Charakterisierung bei chronisch nicht-bakterieller Osteomyelitis
werden Mitarbeiter am Universitatsklinikum Augsburg und der Universitat Augsburg auf die
pseudonymisierten Daten von meinem Kind/mir Zugriff haben.

Datenschutz
Beziiglich des Datenschutzes willige ich ausdricklich ein,

dass die Daten in der beschriebenen Art erhoben, gespeichert und verarbeitet werden, inklusive
sogenannter besonderer Daten, wie z.B. Gesundheitsdaten:

O ja
O nein

Bitte zutreffendes ankreuzen.
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Mir ist bekannt, dass die Teilnahme freiwillig ist und diese Einwilligung jederzeit schriftlich oder
miindlich ohne Angaben von Griinden widerrufen werden kann, ohne dass mir/ meinem Kind
dadurch Nachteile entstehen. Die RechtmaRBigkeit der bis zum Widerruf erfolgten
Datenverarbeitung wird davon nicht beriihrt. In diesem Fall kann ich entscheiden, ob die von mir/
meinem Kind erhobenen Daten geloscht werden sollen oder weiterhin fiir die Zwecke der Studie
verwendet werden diirfen.

Ich erkldre mich einverstanden, dass ich/ mein Kind an der Studie ,,immunologische
Charakterisierung bei chronisch nicht-bakterieller Osteomyelitis” teilnehme/ -nimmt und werde eine
Kopie dieser Einwilligung erhalten, sobald ich diese unterschrieben habe.

Ich bin mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten nach MafRgabe der
Patienten-/Elterninformation einverstanden.

Ort, Datum Name, Vorname Unterschrift des Patienten
ab 16 Jahren rechtlich bindend

fiir den datenschutzrechtlichen Teil

Ort, Datum Name, Vorname Unterschrift des Patienten

Minderjahrige unter 16 Jahre

Sorgeberechtigte (beide Elternteile):

Wir versichern, sorgeberechtigt zu sein und erteilen unsere Einwilligung.

Ort, Datum Name, Vorname Unterschrift Sorgeberechtigter

Ort, Datum Name, Vorname Unterschrift Sorgeberechtigter
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Sorgeberechtigte (ein Elternteil bzw. nur ein Elternteil anwesend):
Ich versichere, dass ich allein sorgeberechtigt bin bzw. mit der Zustimmung meiner(es)

die Einwilligung erteile.

Ort, Datum Name, Vorname Unterschrift Sorgeberechtigter

Aufkldrende Person:

Die Eltern/Sorgeberechtigten bzw. der Jugendliche wurden von mir im Rahmen eines Gesprachs tber
das Ziel und den Ablauf der Studie sowie Uber die Risiken aufgeklart. Ein Exemplar der
Informationsschrift und der Einwilligungserklarung habe ich den Eltern ausgehandigt.

Ort, Datum Name, Vorname Unterschrift Studienmitarbeiter

Patienteninformation und Einwilligungserklarung_v2
Seite 11/11



AUGSBURG

Kinderklinik Augsburg
Mutter-Kind-Zentrum Schwaben

Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin

UNIVERSITATSKLINIKUM A

Studien-ldentifikationsnummer

Fragebogen Studienteilnehmer

ylmmunologische Charakterisierung bei chronisch nicht-bakterieller
Osteomyelitis”

Liebe Studienteilnehmer,

bitte fullen Sie/fulle diesen Fragbogen aus und geben/gib ihn an die Studienleitung (R. Borchers)
zurtick. Sollten Sie/Solltest Du Fragen nicht beantworten kénnen, lassen Sie/lass diese frei und
wenden Sie sich/wende Dich gerne an die Studienleitung, um diese Fragen klaren zu kénnen.

1. Wie altist Ihr Kind/Wie alt bist Du aktuell (in Jahren und Geburtsmonat- und Jahr)?

2. Welches Geschlecht hat Ihr Kind/hast Du? o weiblich o mannlich
3. Aufgrund welcher Erkrankung wird Ihr Kind/wirst Du in der Kinderrheumatologischen
Ambulanz betreut bzw. ist Ihr Kind/bist Du in drztlicher Betreuung in der Kinderklinik.

0 Chronisch nicht-bakterielle Osteomyelitis
0 Juvenile idiopathische Arthritis

0O Andere Erkrankung; welche:

4. Seit wann ist lhr Kind/bist Du daran erkrankt (in Monaten/Jahren und Alter bei
Erkrankungsbeginn)?

5. Welche Symptome/Beschwerden hatte lhr Kind/hattest Du, als Ihr Kind/du erkrankt ist/bist?
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6. Gibt es bekannte Vorerkrankungen oder Begleiterkrankungen?
Wenn ja, welche:

7. Sind seit Erkrankungsbeginn Begleiterkrankungen oder assoziierte Erkrankungen aufgetreten
(z.B. Hautveranderungen, Darmentziindungen, Schuppenflechte, Akne...)?

Wenn ja, welche:

8. Sind in der Familie immunologische bzw. rheumatologische Erkrankungen bekannt (z.B.
Immundefekte, Gelenkrheuma, Weichteilrheuma, Schuppenflechte, chronisch entziindliche
Darmerkrankungen, Fiebersyndrome, andere entzlindliche Erkrankungen...)?

Wenn ja, welche und bei welchem Familienmitglied (z.B. GroRvater mutterlicherseits...)

9. Welche medikamentdse Therapie erhielt Ihr Kind/erhieltst du seit Erkrankungsbeginn
(Welches? Von-bis?)?

10. Hat die Therapie geholfen? oOja O nein

11. Hatte lhr Kind/hattest du einen Rickfall oder erneuten Krankheitsschub seit
Erkrankungsbeginn? 0Oja O nein
Wenn ja, wann bzw. nach wie vielen Monaten/Jahren bzw. Erkrankungsdauer/
Medikamenteneinnahme?

12. Hat Ihr Kind/hast Du aktuell Beschwerden? O ja O nein

13. Wie aktiv ist die Erkrankung aktuell (bitte ankreuzen):

Keine Aktivitit 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 maximale Aktivitat

14. Welche Bildgebungen (Rontgen, MRT (Kernspintomographische Untersuchung)...) gab es
bisher und wann?

15. Ist lhr Kind/bist Du geimpft?

Wenn ja, womit und wann (alternativ kbnnen Sie/kannst Du auch den Impfausweis
zeigen/Kopie beilegen):
Vielen Dank! Datum:
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