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1.  Zusammenfassung

Eine der weltweit haufigsten Autoimmunerkrankungen stellt die Rheumatoide Arthritis
(RA) dar. Trotz neuer Forschungsmethoden bleibt ihre Pathogenese weiterhin unvollstandig
verstanden. Multiple endogene und exogene Faktoren spielen dabei eine entscheidende Rolle
und beeinflussen sich wechselseitig. Nicht zuletzt haben auch Umweltfaktoren einen Einfluss
auf die Krankheitsentstehung.
Unter den beeinflussbaren Risikofaktoren fiir eine RA spielen Tabakkonsum und Ernahrung
eine wichtige Rolle. In der Vergangenheit wurden mehrere Kohortenstudien durchgefihrt mit
teils widersprichlichen Ergebnissen bezlglich des Einflusses von Kaffee und Koffein auf die
RA. Um den Zusammenhang zwischen Koffein als einem Hauptwirkstoff von Kaffee und der
RA auf zellularer Ebene naher zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit CD4+ Zellen aus dem
Blut von RA-Patienten isoliert und mit unterschiedlichen Koffeinkonzentrationen fir 48
Stunden kultiviert. Anschliefend wurde die Interferon-gamma-(IFN-y) und die Interleukin-17-
(IL-17) Produktion im Zellkulturmedium gemessen. Wir konnten fur Koffeinkonzentrationen von
400 uM und 4000 uM einen erhdhten Anteil an IFN-y produzierenden CD4+ Zellen mittels
Durchflusszytometrie beobachten. Dies lasst zum einen annehmen, dass Koffein einen
direkten Einfluss auf T-Helferzellen vom Subtyp 1 (Th1-Zellen) hat. Zum anderen wiirde dies
eine pro-inflammatorische Wirkungskomponente von Koffein annehmen lassen.
Um zu untersuchen, Uber welchen Rezeptor Koffein diese Wirkung vermittelt, wurden weitere
Experimente durchgefihrt, in denen die Expression des Adenosinrezeptors (AR) A2A auf
CD4+ Zellen untersucht wurde. Im Vergleich zu gesunden Kontrollen fanden wir auf Th1-Zellen
von RA-Patienten eine erhoéhte Expression von A2A-AR. Die Wirkung von Koffein auf den
Anteil IFN-y produzierender Zellen lie3 sich mittels Adenosin aufheben.
Diese Arbeit zeigt, dass Koffein in vitro die IFN-y-Produktion von Th1-Zellen Gber den A2A-AR
erhdht. Dies kdnnte ein Hinweis fir eine pro-inflammatorische Wirkung von Koffein auf die RA

sein.
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2. Einleitung

Autoimmunerkrankungen spielen weltweit und im Besonderen in den westlichen
Landern eine wichtige Rolle." Autoimmunitat liegt der Verlust der Fahigkeit zugrunde, zwischen
kérpereigenen und kérperfremden Strukturen zu unterscheiden. Kérpereigenes wird als fremd
erkannt, was zu Entziindungsvorgangen und schlussendlich Gewebeuntergang flhrt."? Zu
den haufigsten Autoimmunerkrankungen gehéren unter anderem die Hashimoto-
Autoimmunthyreoiditis, Multiple Sklerose (MS), Diabetes mellitus Typ 1 (T1DM), chronisch-
entziindliche Darmerkrankungen (CED) wie Morbus Crohn (MC) und die Rheumatoide Arthritis
(RA)."? In den letzten drei Jahrzehnten konnte eine deutliche Zunahme der Inzidenz und
Pravalenz von Autoimmunerkrankungen verzeichnet werden.?

Gerade durch ihren zumeist chronischen Verlauf stellen Autoimmunerkrankungen eine
groflde Herausforderung dar; einerseits flr den einzelnen Patienten durch Einschrankungen in
der Lebensqualitat und physischen Funktionalitat* und andererseits soziodkonomisch durch
hohe medizinische Kosten.® Deshalb ist neben einer friihen Diagnosestellung und Einleitung
einer entsprechenden Therapie das Erkennen von beeinflussbaren Risikofaktoren fur die

Vermeidung von Autoimmunerkrankungen und fiir einen glinstigeren Verlauf entscheidend.>®

2.1. Rheumatoide Arthritis

Die RA ist eine der weltweit haufigsten, chronisch-entzindlichen
Autoimmunerkrankungen®” und die haufigste entziindliche Arthropathie weltweit.2® Sie ist
unbehandelt durch einen progredienten, schubhaften Verlauf gekennzeichnet. In der
westlichen Welt liegt die Pravalenz bei 0,5-1%.%7:1%1% mit einem Nord-Siid-Gefélle® und einer
dreifach erhdhten Pravalenz bei Frauen im Vergleich zu Mannern.'" Damit stellt sie eine
typische Autoimmunerkrankung mit typischer Pravalenz dar (zum Vergleich weltweite
Pravalenzen von Autoimmunerkrankungen: SLE (0,4-3,6%),2° CED (0,3-0,4 %),>' MS (0,5-
3%),%2 T1DM (9,5%)).?® Prinzipiell ist eine Erkrankung in jedem Lebensalter mdglich, jedoch

steigt die Pravalenz mit zunehmendem Lebensalter und einer Manifestation ab 60 Jahren.

2.1.1. Klinik
Typischerweise &aulert sich die RA durch eine symmetrische Polyarthritis®713-18
insbesondere mit Befall der kleinen Gelenke wie der Metacarpophalangealgelenke (MCPGs)
und der proximalen Interphalangealgelenke (PIPGs)? sowie eine Morgensteifigkeit mit einer
Dauer von Uber 30 Minuten.?* Zusatzlich koénnen unspezifische Allgemeinsymptome
entsprechend einer B-Symptomatik auftreten. Haufig bestehen aulRerdem extraartikulare
Organmanifestationen an Herz (Perikarditiden und Herzklappenveranderungen), Lunge'®
(vermehrtes Auftreten von chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) und interstitieller
Lungenfibrose (NSIP/UIP))'8, okular (in Form einer Keratoconjunctivitis sicca) und an den
GefaRen (Vaskulitiden und vorzeitige Arteriosklerose).?*
12



Die RA kann sehr variable Verlaufe aufweisen'®'® von Patienten mit einem stabilen
Krankheitsverlauf unter Therapie bis hin zur vollstdndigen Destruktion und zum
Funktionsverlust von Gelenken im Endstadium.?® Klassisch ist ein schubartiger Verlauf mit
Phasen der klinischen Remission gefolgt von Phasen der erneuten erhdhten
Entzindungsaktivitat mit geschwollenen, schmerzhaften Gelenken und deren konsekutiven
Funktionseinschrankung.”'” Die Krankheitsaktivitat kann unter anderem mit Hilfe des disease

activity scores 28 (DAS-28) evaluiert werden.524

2.1.2. Diagnostik

Es bestehen aktuell keine einheitlichen Diagnosekriterien fir die RA. Die Diagnose wird
anhand der Zusammenschau aus Anamnese, klinischer Untersuchung und laborchemischen
und radiologischen Befunden gestellt>?* und ggf. durch weitere bildgebende Verfahren wie
Gelenksonographie und MRT? ergénzt. Die aktuelle Krankheitsaktivitat lasst sich an der
Intensitdt der Beschwerden und anhand einer Erhdhung der unspezifischen
Entziindungswerte wie CRP und BSG abschéatzen.>?*

2010 wurden die 1978 vom American College of Rheumatology (ACR) erstellten
Klassifikationskriterien durch die ACR und die European League against Rheumatism
(EULAR) vollstandig uberarbeitet (Tabelle 1). Auch wenn es sich hierbei vorrangig um eine
Klassifikation handelt und somit keine individuelle Diagnosestellung anhand der Kriterien
moglich ist, bieten die Klassifikationskriterien dennoch eine Unterstitzung in der

Diagnosefindung.®

Tabelle 1: ACR-/EULAR-Klassifikationskriterien 2010?° zur Diagnosestellung einer RA. Ab = 6
Punkten und einer gesicherten Synovialitis ohne andere erklarliche Ursache ist die
Diagnosestellung méglich.

Schwellung oder Druckschmerzhaftigkeit der Gelenke

1 groRes Gelenk 0 Punkte
2-10 grolte Gelenke 1 Punkte
1-3 kleine Gelenke 2 Punkte
4-10 kleine Gelenke 3 Punkte
> 10 Gelenke, davon mindestens 1 kleines Gelenk 5 Punkte
Serologie

RF und CCP negativ 0 Punkte
RF und CCP niedrigtitrig positiv 2 Punkte
RF oder CCP hochtitrig positiv 3 Punkte
Akute Phase Proteine

CRP und BSG normal 0 Punkte
CRP oder BSG erhoht 1 Punkte
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Dauer der Beschwerden
< 6 Wochen 0 Punkte
= 6 Wochen 1 Punkte

(1) Rheumafaktor (RF) und Anti-Citrullinated Protein Antikoérper (Anti-
CCP-AK oder ACPA)

Laborchemische und molekulargenetische Veranderungen gehen der klinischen
Manifestation der RA meist mehrere Jahre voraus.® RF und ACPA konnen dabei als
Serummarker fir die Diagnose einer seropositiven RA herangezogen werden. Ca. 1/3 aller
Patienten ist jedoch seronegativ. Zudem kann der RF bei vielen rheumatischen Erkrankungen
wie beispielsweise dem Sjogren’s Syndrom oder bei bestimmten Kollagenosen erhoht sein,
weshalb er als unspezifisch zu bewerten und eine RA bei Nicht-Vorhandensein des Marker
nicht auszuschlieRen ist.>¢:8

Der RF ist ein in B-Zellen produziertes Immunglobulin des Typ G (IgG)° mit einer
Sensitivitat von 60-90% und einer Spezifitait von 48-92%.5 Er spielt eine Rolle in der
Aufrechterhaltung der Synovialitis durch Aktivierung des Komplementsystems und
Erleichterung der Leukozyteninfiltration ins Gewebe. Eine Erhdhung geht einher mit einer
schlechteren Prognose und ausgepragterer Symptomschwere inklusive vermehrtem Auftreten
von extraartikularen Manifestationen.® Der RF ist beteiligt an der Aktivierung von
Gewebsmakrophagen intraartikular und hat somit direkten Einfluss auf die
Krankheitsentstehung und Aufrechterhaltung der Entziindung.®

Im Gegensatz zum RF sind ACPAs spezifisch fir die RA. ACPAs konnten zu 80-90% im
Serum aller RA-Patienten nachgewiesen werden® und ACPA-produzierende B-Zellen in der
Synovialflissigkeit. Diese befordern die Pathogenese der RA%® moglicherweise direkt durch
Makrophagen- oder Osteoklastenaktivierung.® Sie sind bereits Jahre vor der klinischen
Manifestation der RA nachweisbar und steigen im Titer bis zum Krankheitsbeginn
kontinuierlich an.®?7

Citrullinierung oder auch Deiminierung von Proteinen ist ein physiologischer Prozess,
bei dem durch die Peptidylarginin-Deiminase (PAD) Ca?'-abhangig Arginin zu Citrullin
umgewandelt wird.®?® Dieser Prozess tritt vermehrt bei entziindlichen Vorgangen im Korper
auf.® Unter physiologischen Bedingungen besteht keine Autoreaktivitdt gegen citrullinierte
Proteine.®?® In Autoimmunerkrankungen und insbesondere bei der RA konnten erhéhte Werte
der PAD-Isoformen 2 und 4 mit Hyperaktivitat im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
nachgewiesen werden, wodurch eine potentielle Rolle des Citrullinationsprozesses flr die
Entwicklung von Autoimmunitat angenommen werden kann.?¢2 Citrullinierte Proteine fiihren
bei Autoimmunerkrankungen in B-Zellen zu einer Produktion und Sekretion von ACPA,
wahrscheinlich gefordert durch T-Helferzell-Aktivitat.®
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2.1.3. Therapie

Als chronisch-entzundliche Erkrankung mit Gelenkdestruktion und Funktionsverlust bei
Fortschreiten der Erkrankung ist das oberste Therapieziel die Einddmmung der
Entzindungsaktivitat. Die zunehmende Arthropathie ist letztlich Folge der persistierenden
Entziindung, weshalb eine antiinflammatorische Therapie oberste Prioritat haben sollte.®?°

Als Standardmedikament in der Therapie der RA wird Methotrexat (MTX) eingesetzt, ein
Wirkstoff aus der Gruppe der synthetischen Disease-modifying anti-rheumatic drugs
(sDMARDs). Zu Therapiebeginn wird MTX meist in Kombination mit niedrig-dosierten
Glucocorticoiden verabreicht.®?° Diese sollten aufgrund ihrer Langzeitnebenwirkungen wie
einem erhohten Risiko fir Infektionen und kardiovaskulare Erkrankungen,°
Gewichtszunahme, Pergamenthaut, Muskelatrophie, Hirsutismus oder ihrer diabetogenen
Wirkung,®'  Osteoporose,®3' und Unterdriickung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse®' nur kurzfristig und nur bei nicht anders zu beherrschender
Krankheitsaktivitdt angewandt und im Verlauf mdoglichst innerhalb von drei Monaten
ausgeschlichen® bzw. unter die Cushing-Schwelle von 30 mg Hydrocortison bzw. 7,5 mg
Prednisolon?* gesenkt werden.

In den letzten Jahren wurden vermehrt zielgerichtete Therapien entwickelt, die ihre
Wirksamkeit vor allem bei Patienten mit erhdhtem Risikoprofil oder bei unzureichendem
Ansprechen auf die Initialtherapie bewiesen haben. Dazu gehéren unter anderem
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) -Inhibitoren (Infliximab, Adalimumab, Etanercept etc.),
Interleukin 6 (IL-6) -Rezeptorblocker (Tocilizumab), T-Zell-Costimulations-Inhibitoren
(Abatacept) und B-Zell-Antikérper (Rituximab). In seltenen Fallen kénnen einzelne Patienten
maoglicherweise von einer Therapie mit Interleukin-1 (IL-1) -Inhibitoren profitieren.®

Eine weitere wichtige Saule fur die Lebensqualitdt der Patienten stellt die
symptomatische Behandlung mit Schmerzmitteln dar, die jedoch ausschlie3lich als supportiv

anzusehen ist, da sie keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf als solchen hat.®

2.1.4. Pathogenese von RA

Der Krankheitsverlauf® der RA hat sich durch die Fortschritte in den
Therapiemdglichkeiten in den letzten Jahren deutlich verbessert.”2°32 Dennoch bleibt trotz
intensiver Forschung mittels neuer Techniken wie genomweiter Sequenzierung die
Pathogenese der RA weiterhin unvollstdndig verstanden. Es wird heutzutage von einem
Syndrom mit multifaktorieller Genese ausgegangen.® Dabei beeinflussen sich genetische,
epigenetische und &dulRere Faktoren wie Lebensgewohnheiten und Umwelteinflisse
wechselseitig® und kreieren dadurch ein komplexes, heterogenes Netzwerk, in dem sich auf

variablem Weg ein sich klinisch dhnlich prasentierender Phanotyp entwickeln kann.5'4
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(1) Gentetische Pradisposition, epigenetische und posttranslationale
Modifikationen

In den letzten Jahren konnten durch moderne Gendiagnostik u.a. mittels genome-wide
association studies (GWAS)®' iber 100 verschiedene Genloci identifiziert werden, die mit
einer erhdhten Suszeptibilitat fir die RA einhergehen.>8°%2 Es wird davon ausgegangen, dass
die genetische Pradisposition mit ca. 40-60% zur Erkrankungswahrscheinlichkeit an der RA
beitragt.®°

Die wichtigsten genetischen Veranderungen sind vor allem Polymorphismen in den
Humanen Leukozytenantigen (HLA) -Genen®', insbesondere in den Genloci HLA-
DRB1%815:32 ynd HLA-DRB4.>°%2 Diese gemeinsamen Aminosauresequenzen werden als
sogenanntes Suszeptibilitatsepitop bezeichnet® und sind mit einer erhohter Krankheitsaktivitat
und dem vermehrten Auftreten von extraartikularen Manifestationen vergesellschaftet.®® HLA-
DRB1 weist in diesem Zusammenhang zusatzlich eine Assoziation mit Seropositivitat fur
ACPA und RF auf.5615

Neben dem Suszeptibilititsepitop konnten viele weitere single-nucleotid
Polymorphismen (SNPs) in den Genen fur die B- und T-Zellregulation und -funktion
nachgewiesen werden, die mit erhdhter Erkrankungswahrscheinlichkeit fir die RA assoziiert
sind, so z.B. in der codierenden Regionen fir die Protein Tyrosin Phosphatase non-receptor
type 22 (PTPN22)832 zustandig fiir die T-Zell-Rezeptor (TCR) vermittelte Immunantwort.®

Auch wurden genetische Polymorphismen in Zytokinen und Zytokinrezeptoren
gefunden, die mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten der RA assoziiert sind.®
Non-HLA Suszeptibilititsgene fir Zytokine wie TNF-o°, IL-6%'%%2 und IL-1 sind an der
Aktivierung des angeborenen und erworbenen Immunsystems beteiligt und spielen in der
Krankheitsentstehung der RA eine entscheidende Rolle."®

Zusatzlich zu einer genetisch bedingten Pradisposition scheinen epigenetische
Modifikationen® und posttranslationale Modifikationen®3? eine Rolle fiir das Erkrankungsrisiko
zu spielen. Unklar ist jedoch, inwieweit die epigenetischen Veranderungen fur die Entstehung

von der RA zustandig sind oder vielleicht sogar erst durch die Erkrankung verursacht werden.®

(2) Zellulare Hauptakteure in der Pathogenese von RA

Die Pathogenese der RA findet zum grofRen Teil intraartikular statt.®'” Dies spiegelt sich
in der Kklinischen Manifestation der RA wider, die durch chronische Synovitis,
Gelenkdestruktion und damit einhergehenden Beschwerden charakterisiert wird. Die
schmerzhaft geschwollenen Gelenke finden ihr zellulares Korrelat in der Infiltration der Synovia
durch Leukozyten sowohl des angeboren (Makrophagen, Dendritische Zellen (DC),
Mastzellen) als auch des erworbenen Immunsystems (B- und Plasmazellen, verschiedene
Subtypen von CD4+ T-Helferzellen).5"25 Als Grundlage wird eine T-Zell-vermittelte, gestorte

immunologische Selbsttoleranz angenommen, die die Autoantikdrperproduktion durch
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aktivierte B-Zellen bzw. Plasmazellen beférdert.’® Durch direkte Zell-Zell-Kontakte einerseits
und die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen andererseits wird die artikulare
Entziindung aufrechterhalten und die Gelenkzerstérung durch Aktivierung von Osteoklasten
vorangetrieben.>7%'5 Auch eine Infiltration der Synovialmembran (SM) mit aktivierten
Synovialfibroblasten und eine Neovaskularisation sind zu beobachten, wenn die Erkrankung
klinisch apparent wird.® Eine Ubersicht Giber die zelluldren Hauptakteure sowie die von ihnen

produzierten Zytokine findet sich in Abbildung 1.

Abbildung 1: Ubersicht iiber die Interaktionen der zelluldren Hauptakteure und ihrer
produzierten Zytokine in den Gelenken von RA-Patienten.
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(a) Synovialfibroblasten
Synovialfibroblasten als gewebsstandige Zellen sind physiologisch an der Erndhrung
und durch Bildung unter anderem von Hyaluronsaure an der Aufrechterhaltung der
Gelenkfunktion beteiligt.*?
In RA-Patienten konnte 1996 ein veranderter, aggressiver Phanotyp von Fibroblasten-
ahnlichen Synoviozyten (FLS)3® in der Synovia bereits vor klinischer Manifestation der
Erkrankung nachgewiesen werden.®®® Der genaue Prozess hinter der Aktivierung von

Synovialfibroblasten zu FLS ist bisher nicht genau bekannt.® Man geht davon aus, dass unter
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anderem epigenetische Modifikationen zur dauerhaften Aktivierung dieser Zellen beitragen
konnten.3?2 So konnten beispielsweise veranderte Methylierungsmuster von FLS-Genen
nachgewiesen werden.>89 Zusatzlich scheinen verschiedene proinflammatorische Mediatoren
zur Aktivierung beizutragen, darunter TNF-q, IL-34'° oder IL-17.% Die Kombination von TNF-
a und IL-17A und F bewirkt eine Stimulation von FLS zur Produktion von IL-6.34
Das Vorkommen von FLS kann sich zwischen Gelenken unterscheiden. So kann
beispielsweise der aggressive Subtyp in Hiftgelenken vorliegen, wahrend die
Synovialfibroblasten im Kniegelenk unverandert sind.® FLS besitzen grundsatzlich die
Fahigkeit zur Migration® und entwickeln eine Resistenz gegenlber Apoptoseinduktion.®32

In der Pathogenese der RA nehmen sie eine zentrale Rolle ein zum einen in der
Aufrechterhaltung der Inflammation durch die von ihnen produzierten proinflammatorischen
Mediatoren,®° %33 yor allem durch das RA-charakterisierende IL-6,%"32 und zum anderen durch
eine aktive Rolle in der Gelenkdestruktion.®%? Zytokine wie IL-6, IL-17A und TNF-g&91533
wirken chemotaktisch auf Immunzellen, darunter auch CD4+ T-Zellen,®3 und IL-6° und TNF-
a' bewirken eine Aktivierung von Antikorper-produzierenden B-Zellen. Weiterhin produzieren
FLS Matrix-Metalloproteasen (MMPs), die fir den Abbau von Kollagen-II-Netzwerken® und
somit die Zerstorung des Gelenkknorpels® durch katabol wirksame Chondrozyten® zustandig
sind. Die Gelenkdestruktion erfolgt zum einen aktiv durch die Invasion des Gelenkknorpels
durch FLS'S und Pannusformation®® und andererseits durch die RANKL-vermittelte Stimulation

der Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung.®

(b) Makrophagen

Neben FLS sind Makrophagen ein Treiber in der Entstehung der RA. Makrophagen als
ein wichtiger zellularer Vertreter des angeborenen Immunsystems differenzieren sich
gewebespezifisch aus peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) und kdénnen Uber
unterschiedliche Wege aktiviert werden.*” Der klassische Aktivierungsweg erfolgt dabei IFN-y
vermittelt, welches gréfltenteils durch Th1-Zellen sezerniert wird. IFN-y-Einfluss bewirkt eine
Aktivierung und Differenzierung zu Makrophagen mit anti-mikrobieller Aktivitat.3” Klassisch
aktivierte Makrophagen sind charakterisiert durch ein proinflammatorisches Zytokinprofil
bestehend aus IL-1, IL-6 und Interleukin-23 (IL-23).%%"

In RA-Patienten unterstutzen Makrophagen somit zum einen die Differenzierung von Th-
Zellen zum Th17-Subtyp®” und die Aktivierung von Synovialfibroblasten zu FLS. Zum anderen
konnen sie direkt zur Gelenkzerstoérung beitragen, indem sie sich zu Osteoklasten
differenzieren. Osteoklasten als gewebestandige spezialisierte Makrophagen kénnen unter
anderem durch ACPAs und proinflammatorische Zytokine (IL-1, IL-6 oder TNF-a) im Sinne
eines sich selbst verstarkenden Feedback-Mechanismus aktiviert werden.*?

In der Synovia von RA-Patienten und Patienten mit erhdhtem Risiko konnten atypische
Monozyten (CD147*, CD16**) nachgewiesen werden, was ein Hinweis auf die Beteiligung an
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der Pathogenese der RA dieses gewebsinvasiven und proinflammatorischen Phanotyps sein
konnte.®*° In vitro ist dieser Monozyten-Subtyp in der Lage, die Differenzierung und

Expansion von Th17-Zellen zu befordern.*

(c) Neutrophile Granulozyten und Dendritische Zellen (DCs)

Weitere zellulare Akteure, die das Entziindungsgeschehen artikular unterhalten, sind
Neutrophile Granulozyten und DCs. In der Synovia von RA-Patienten konnten aktivierte
Neutrophile mit verandertem Phanotyp nachgewiesen werden. Dieser zeichnet sich durch eine
erhdhte Chemokinexpression, die vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies' (ROS)
und die Produktion von proteolytisch wirksamen Enzymen?® aus.

DCs sind ebenfalls an der Produktion von proinflammatorischen Mediatoren beteiligt.
Zudem unterstiitzen sie die Leukozyteninfiltration in die Synovia und prasentieren als
antigenprasentierende Zellen Autoantigene flr autoreaktive T-Lymphozyten' tber MHC |l

Molekiile.®

(d) B-Zellen

B-Zellen und Plasmazellen sind reichlich vorhanden in der Synovialmembran von RA-
Patienten.®324! |hre Rolle in der Pathogenese wird zum einen durch die Assoziation zwischen
verminderten B-Zellzahlen und einer dauerhaft niedrigeren Krankheitsaktivitat und zum
anderen durch den haufigen Nachweis von Antikorpern wie RF und ACPAs verdeutlicht. °32

Um die Fahigkeit zur Autoantikérperproduktion zu entwickeln, sind B-Zellen auf die Co-
Stimulation durch Th-Zellen angewiesen'”:3? und miissen zunachst einen Reifungsprozess in
Lymphfollikeln durchlaufen.®? In diesen Lymphfollikeln konnte in RA-Patienten artikular der
Subtyp von follikuldaren Th(Tfh)-Zellen nachgewiesen werden, der somit einen moglichen
Hinweis auf die Funktion dieses Zelltypen in der Pathogenese der RA erahnen lasst."

Die Stimulation zur Ausreifung von Autoantikérper-produzierenden B-Zellen erfolgt unter
anderem durch den Einfluss von IL-6, B cell activating factor (BAFF) und a proliferating
inducing ligand (APRIL).® IL-6 als RA typisches Zytokin wird dabei im Gelenk zum Grofteil von
aktivierten Synovialfibroblasten gebildet*!, wodurch das komplexe, sich wechselseitig
beeinflussende Netzwerk von Akteuren in der Pathogenese der RA weiter verdeutlicht wird.

Neben der Antikdrperproduktion und dadurch einen Beitrag an der Entwicklung der
humoralen Autoimmunitat, besitzen B-Zellen auferdem die Fahigkeit zur Antigenprasentation
und Zytokinproduktion.®324! Durch ihre sezernierten Zytokine erleichtern sie unter anderem
die Leukozyteninfiltration ins Gewebe'®, die Proliferation von CD4+ Th-Zellen und die
Differenzierung zum Th1-Subtyp, assoziiert mit einem Zytokinprofil reich an C-X-C motif ligand
(CXCL) 10, IL-2, IL-6 und IFN-y.#" Dadurch unterstitzen sie eine sich selbstunterhaltene

Feedback-Schleife*', da diese aktivierten Th1-Zellen wiederum zur Stimulation von
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proinflammatorischen B-Zellen beitragen.®*?> Weiterhin sind auch Makrophagen an der
Aktivierung von B-Zellen beteiligt.'®

Die aktivierten B-Zellen produzieren aufterdem IFN-y vermittelt*34 Chemokine wie
CXCL 9 und 10 (entspricht monokine induced by IFN-y (MIG) bzw. IFN-y-inducible protein 10
(IP-10)), die beide die Leukozytenmigration, insbesondere die von CD4+ T-Zellen, an den Ort
der Entziindung erleichtern und somit im Sinne eines Circulus vitiosus zur Aufrechterhaltung
und zum Fortschreiten der Inflammation fiihren.*243 Erhohte MIG-Level konnten bei RA-
Patienten sowohl im Serum* als auch in der Synovialflissigkeit (SF)*® und in der Synovia*?
selbst nachgewiesen werden. In einer Studie von Kuan et al. korrelierten erhéhte MIG-Level
positiv. mit der Krankheitsaktivitdt von Rheumapatienten bewertet anhand der EULAR
Klassifikation.*

CXCL10 vermittelt seine aktivierende Wirkung auf Th1-Zellen Uber den
Chemokinrezeptor C-X-C motif chemokine receptor (CXCR) 3. In Zusammenspiel mit TNF-a
unterhalt es das Entzindungsgeschehen und treibt RANKL-vermittelt die
Osteoklastendifferenzierung und folglich die Gelenkzerstérung voran. Somit sind B-Zellen ein
wichtiger Co-Stimulator zur Beférderung der Gelenkdestruktion.’ Neben B-Zellen wird IP-10
weiterhin durch Monozyten, DCs, Endothelzellen, Neutrophile und Synovialfibroblasten

produziert.*®

(e) Th1-Zellen und IFN-y

In der Pathogenese der RA spielen CD4+ Th-Zellen eine entscheidende Rolle.®”#” Naive
Th-Zellen differenzieren sich durch Antigenkontakt und bestimmte Zytokinmuster zu
unterschiedlichen Subtypen.?® In Studien zur Immunpathogenese von RA konnten vor allem
Th1-und Th17-Zellen als Hauptakteure nachgewiesen werden.*2%48

1986 wurden Th-Zellen von Mosmann und Coffman im Mausmodell anhand ihrer
sezernierten Zytokinprofile erstmalig in IFN-y, IL-2 und TNF produzierende Th1-Zellen und in
IL-4 und IL-5 produzierende Th2-Zellen unterteilt.*® Finf Jahre spater erbrachten Romagnani
et al. diesen Nachweis von Th-Zell-Subtypen erstmals auch im Menschen.*®

Sowohl in der SF als auch in der SM von RA-Patienten konnte eine vermehrte Anzahl
von Th1-Zellen bzw. ein fir Th1-Zellen charakteristisches, proinflammatorisches Zytokinmilieu
(IFN-y, 1L-2°%%" und TNF?®) beobachtet werden.>'*? Simon et al. konnten in ihrer cross-
sectional Studie in einer Subgruppe von RA-Patienten nachweisen, dass ein Th1 typisches
Zytokinmuster mit einer schwereren Krankheitsaktivitat und erhéhten Antikérper-Titern einher
geht*! AuRerdem konnten gerade in frilhen RA-Krankheitsstadien erhohte zirkulierende
Citrullin-spezifische Th1-Zellzahlen nachgewiesen werden.*?

Th1-Zellen sind neben ihren charakteristisch produzierten und sezernierten Zytokinen
durch den CXCR3 als Oberflachenmarker® und ihren Master-Transkriptionsfaktor T-bet®®
gekennzeichnet. Die Differenzierung zum Th1-Subtyp erfolgt unter anderem durch den
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Einfluss von IL-12 und IFN-y.3® Somit sind Th1-Zellen im Sinne eines sich selbstverstarkenden
positiven Feedbacks mit an der Aktivierung von weiteren Th1-Zellen beteiligt.**

In der Pathogenese der RA tragen Th1-Zellen durch die Produktion von TNF-a zur
Osteoklastogenese und damit entscheidend zum Knochenabbau und der konsekutiven
Gelenkdestruktion bei.®'7:3° Die TNF Wirkung wird dabei zum einen direkt Gber den TNF-
Rezeptor 1 (TNFR1)3% und zum anderen Uber den receptor activator of nuclear factor kappa
beta ligand (RANKL)>3% vermittelt.

Eine weitere wichtige Funktion erfillen Th1-Zellen in der Aktivierung und Stimulation von
B-Zellen 61542

Neben der Aktivierung von Osteoklasten und B-Zellen spielen Th1-Zellen vor allem
durch ihre IFN-y Produktion eine wichtige Rolle in der Pathogenese der RA. IFN-y gehort zur
Familie der Interferone und stellt den einzigen Vertreter der Typ |l Interferone dar.®
Physiologisch erfullt IFN-y als wichtiger Immunmodulator eine Reihe von unterschiedlichen
Funktionen in der Abwehr von Pathogenen. So spielt es eine entscheidende Rolle in der
antimikrobiellen und antiviralen Immunantwort®>°7:58 beispielsweise in der Bekampfung von
Mykobakterium tuberculosis oder Herpes Zoster Infektionen.%®

Die Hauptproduzenten von IFN-y sind Th1-Zellen,'"*5% die sich gerade dadurch von
anderen Subtypen von CD4+ T-Zellen abgrenzen lassen.%® In geringerem Ausmal tragen
auch Makrophagen, DCs, naturliche Killer (NK) Zellen und B-Zellen zur IFN-y Produktion
bei.56’58
Die Wirkung von IFN-y wird Uber die IFN-y Oberflachenrezeptoren (IFNGR-1 und -2) initiiert
und Uber den Janus kinase-signal transducer and activator of transcription (JAK-STAT-)
Signalweg vermittelt.®® Es wurden bereits mehrere 100 IFN-y modulierte Gene beschrieben,
wodurch die diversen und komplexen Funktionen des Interferons verdeutlicht werden.% Diese
Komplexitat wird durch eine grote Uberlappung in den Effektorgenen mit Typ | Interferonen
wie IFN-a, -B, -w und -1°° weiter verkompliziert. So ist es haufig nicht moglich, einem
beobachteten Effekt ein Interferon eindeutig zuordnen zu kénnen.%®

Eine Uberexpression von IFN-y resultiert in erhdhtem Entziindungsgeschehen,
Gewebeschaden und Nekrosen.%® Aufgrund des breiten Spektrums an Funktionen und der
komplexen Einbettung in das Zytokinnetzwerk des angeborenen und erworbenen
Immunsystems wird IFN-y eine wichtige Rolle in der Pathogenese von systemischen
Autoimmunerkrankungen wie unter anderem der RA zugeschrieben.1%6%8 Erhohte IFN-y
Spiegel erleichtern die zellulare Kommunikation des erworbenen Immunsystems und die
bereits erwahnte Differenzierung von naiven Th-Zellen durch Co-Stimulation zum Th1-Subtyp
und Tfh-Zellen.5657 Weiterhin bewirkt IFN-y einen AntikGrperklassenwechsel zum Typ IgG in
aktivierten B-Zellen,"7%6% was bei RA letztlich mit zur Chronifizierung des

Entziindungsgeschehens  beitragt.? IFN-y  erleichtert die Leukozytenmigration,'”
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Antigenprozessierung und -prasentation®” und fordert sowohl Phagozytose als auch
Autophagie durch Aktivierung von Makrophagen® und kénnte somit zur Pathogenese von
Autoimmunitat und gestorter Selbsttoleranz bei der RA beitragen. So konnte beispielsweise
nachgewiesen werden, dass IFN-y im Zusammenspiel mit CXCL10 zu einer Akkumulation von
Tfh-Zellen und einer Autoantikérperproduktion durch B-Zellen in Patienten mit
Autoimmunerkrankungen fihrt.4!

Die Rolle von IFN-y fiir die Pathogenese der RA liefert derzeit uneindeutige Ergebnisse
und ist nicht als alleiniger Faktor fur die Entstehung der RA anzunehmen. Auf Basis der
Annahme, RA sei eine Th1 gesteuerte Erkrankung, wurden in der Vergangenheit Studien mit
IFN-y-Therapien in der Hoffnung durchgefiihrt, neue Therapieansatze fir RA-Patienten zu
finden. Fir diese konnte jedoch in Phase Il Studien keine Verbesserung von Symptomen
nachgewiesen werden. 8"

Im Collagen induced arthritis (CIA) Mausmodell der RA kam es in IFN-y-defizienten
Mausen zu einer Exazerbation der arthritischen Beschwerden.” Ahnliche Ergebnisse werden
von Niu et al. beschrieben. Sie konnten nachweisen, dass IFN-y antiinflammatorische Effekte
im  Arthritis-Modell vermittelte. In gesunden Mausen beginstigte IFN-y jedoch
Arthritisschiibe.®

Im RA PGIA-Mausmodell erwies sich IFN-y ebenfalls als Treiber der Pathogenese. In
IFN-y-defizienten Mausen bzw. Mausen, die mit IFN-y-Antikdrpern behandelt wurden, konnte
eine Verbesserung der Symptome beobachtet werden. Gleichzeitig war in diesen Mausen die
IL-17 Produktion erhéht, was den suppressiven Effekt von IFN-y auf Th17-Differenzierung
belegt. In der gleichen Studie konnte bei Doppel-Knockout-Mausen eine deutliche

Verbesserung der arthritischen Beschwerden nachgewiesen werden.’

(f) Th17-Zellen, IL-17 und Treg-Zellen

Lange Zeit galt die RA aufgrund des typischen Zytokinprofils als eine primar Th1-Zell
gesteuerte Erkrankung,”'® bis 1995 erstmalig IL-17 als neues murines Zytokin mit seinem
entsprechenden Rezeptor (IL-17R) durch Yao Z. und Mitarbeiter beschrieben wurde.5°
IL-17 bewirkt als proinflammatorisches Zytokin nuclear factor kappa B (NF-kB) vermittelt”° die
Sekretion von weiteren Entziindungsmediatoren wie TNF-a%, IL-1B, IL-6, IL-8 und MMPs in
Synovialfibroblasten,®174860  Makrophagen und Chondrozyten®® und erleichtert die Co-
Stimulation von T-Lymphozyten.®® Zusatzlich werden Neutrophile Granulozyten rekrutiert."”
Physiologisch ist die IL-17 Familie, bestehend aus den sechs Untertypen IL-17A-F, an der
Abwehr von extrazellularen Bakterien und Pilzen beteiligt.'”1848

Als Hauptproduzenten von IL-17, und dabei vor allem von IL-17A, erwiesen sich Th17
Lymphozyten,®' deren Entdeckung das von Mosmann et al. postulierte Modell der Th1/Th2
Subtypisierung in Frage stellte."”” In geringerem MaBe tragen auch Makrophagen und
Mastzellen zur Produktion von IL-17 bei.®
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Th17-Zellen sind durch die Expression ihres Transkriptionsfaktors RAR-related orphan
receptor gamma t (RORyt),"7:'83 der Oberflachenrezeptoren chemoattractant cytokine
receptor (CCR) 6”7 und CXCR3*® und die Produktion und Sekretion von IL-17,748 IL-10, IL-
22, IL-21% und zu geringeren Anteilen IFN-y*® charakterisiert.

Die Differenzierung von naiven Th-Zellen zum Th17-Subtyp erfolgt angeregt durch ein
Zytokinmilieu reich an IL-1B, IL-6, IL-21, IL-23 und transforming growth factor beta
(TGFB)8"183537 (iber den JAK-STAT3-Weg.'®

Als Gegenspieler zu Th17-Zellen sind regulatorische T(Trg) -Lymphozyten fur die
Immunhomdostase des Kdrpers zustandig und kontrollieren Entziindungsvorgange durch die
Sekretion von anti-inflammatorischen Zytokinen wie TGF-B1.7%% So sind sie unter anderem
an der Verhinderung von Autoimmunerkrankungen beteiligt'” entweder direkt durch Zell-Zell-
Kontakte oder durch Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen.'®

Molekular lassen sich Trg-Zellen durch ihren Transkriptionsfaktor Forkhead Box P3
(FOXP3)'® und ihren Oberflachenrezeptor, das zytotoxische T-Lymphozytenantigen-4 (CTLA-
4)' charakterisieren. Interessanterweise erfolgt die Differenzierung von naiven T-Zellen hin
zum regulatorischen Typ neben dem Einfluss von IL-2 ebenfalls durch TGF-3, welches auch
in der Differenzierung von Th17-Zellen eine Rolle spielt. So scheint es abhangig vom
vorherrschenden Zytokinmilieu zu sein, ob ein proinflammatorisch (Th17) oder anti-
inflammatorisch (Trq) wirkender Subtyp favorisiert wird.'”

In der Pathogenese der RA wird eine Dysbalance in der Th17/T.g-Zellratio als
mitentscheidend angenommen.®'® Sowohl im Serum®7:'® als auch in der SF von RA-Patienten
konnten erhohte Th17-Zellzahlen bzw. IL-17 Werte nachgewiesen werden, %1848 wahrend die
Anzahl von zirkulierenden Tg-Zellen im Serum vermindert'®'83% und in der SF und in der
Synovialmembran zwar zum Teil erhoht,'® aber scheinbar funktionslos bzw. dysfunktional
war.'53%6162  Diese Dysfunktion koénnte durch den Uberschuss von TNF im
proinflammatorischen Milieu der Synovitis erklart werden. Valencia et al. beschreiben in ihrer
Studie, dass die Funktion von Teg-Zellen durch TNF inhibiert werden kann.%3

Dass ein typisches, proinflammatorisches Th17-Zytokinmuster (IL-17, IL-23, IL-6 und
TNF-a) im Serum von RA-Patienten vorliegt, wurde auch in der Studie von Niu et al.
nachgewiesen.'® Die Erhéhung der Th17-Zellzahl und respektive die erhohten IL-17 Werte vor
allem in SF und SM korrelieren dabei mit einer erhdhten RA-Krankheitsaktivitat.”18:3548

IL-17 bewirkt in der RA zum einen die Aufrechterhaltung der artikularen Entziindung
durch Sezernierung von weiteren proinflammatorischen Mediatoren. 3548

Dabei ist die proinflammatorische Wirkung jedoch nicht einzig IL-17 zuzuschreiben,
sondern vielmehr ist von einem synergistischen Effekt im Zusammenspiel mit anderen
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF, IL-1 oder auch IFN-y auszugehen.®® So verstarkt

beispielsweise TNF-a die IL-17 vermittelte Stimulation von Synovialfibroblasten.’
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Zum anderen bewirkt IL-17 eine erhohte Pannusformation'™ und Knochenresorption und
tragt damit mafgeblich zur Gelenkdestruktion bei.®'"*® Diese Wirkung wird durch Stimulation

der Osteoklastogenese liber RANKL vermittelt”'%'8 und durch Zigarettenrauchen verstarkt.'

(g) Weitere Th-Subtypen in der RA

Neben Th1- und Th17-Zellen als Hauptakteure in der Pathogenese der RA konnten in
den letzten Jahren weitere Subtypen von CD4+ T-Zellen identifiziert werden, die
moglicherweise eine Rolle in der Krankheitsentstehung der RA spielen kdnnten. Die genauen
Mechanismen sind bisher jedoch nicht abschliel3end geklart. Eine Aufstellung der relevanten
CD4+ Subtypen findet sich in Tabelle 2.

Beispielsweise konnten IL-13, IL-22 und TNF-a produzierende Th22-Zellen in RA-
Patienten nachgewiesen werden. Dieser Subtyp hat in anderen entziindlichen Erkrankungen
wie Asthma bronchiale, Psoriasis Arthritis oder CED eine proinflammatorische Wirkung, die
zur Beforderung der jeweiligen Erkrankung betragt.*®

Als weiterer Subtyp konnten Tfh-Zellen in den Gelenken von RA-Patienten
nachgewiesen werden sowie zum Teil auch in den von B-Zellen gebildeten Lymphfollikeln oder
Keimzentren." Tfh-Leukozyten sind gekennzeichnet durch ihren Transkriptionsfaktor Bcl-6,
ihre Oberflachenmarker PD-1, ICOS und CXCRS5 und die Produktion von IL-21"" und zum Teil
IL-17."® Die Differenzierung aus naiven T-Zellen zu diesem Subtyp erfolgt angeregt durch IL-
6 und ICOS." Von einer Untergruppe von Tfh-Zellen, die kein Bcl-6 exprimieren, wird
angenommen, dass sie PD-1/PD-L1 vermittelt B-Zellen in ihrem Reifungsprozess

unterstitzen.'”

Tabelle 2: Ubersicht (iber die an der Pathogenese von RA beteiligten Subtypen von CD4+ T
Zellen und ihre Zytokinprofile modifiziert nach Luo et al.*

Stimulierend wirkende
— Th Subtyp —» Produzierte Zytokine
Zytokine
IFN-y, IL-12 Th1 IFN-y, TNFaq, IL-2
IL-2, IL-4 Th2 IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25
IL-2, TGF-B Treg CTLA-4, GITR (Oberflachenmarker)
IL-1, IL-6, IL-21, IL-23, TGF-B Th17 IL-17A, IL-17F, IL-10 (IL-22)
IL-6, IL-21 Tfh IL-4, IL-21
IL-4, TGF-B Th9 IL-9, IL-10, IL-17, IL-21
IL-6, TNFa, IL-23, IL-1 Th22 IL-22, IL-26, IL-13, TNFa
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(3) Umweltbedingte (beeinflussbare) Risikofaktoren

Neben den genetischen Risikofaktoren und deren Beférderung durch bestimmte
epigenetische Alterationen spielen exogene Faktoren eine wichtige Rolle fir das
Erkrankungsrisiko, den Krankheitsverlauf und die Krankheitsschwere der RA.' Im Gegensatz
zu genetischen Pradispositionen sind diese umweltbedingten Risikofaktoren potenziell durch
den Patienten beeinflussbar und kdnnen somit aktiv den Krankheitsbeginn als auch -progress
und die Symptomschwere verbessern bzw. verschlechtern.

Sowohl in Zwillingsstudien als auch in Fall-Kontroll- und Kohortenstudien wie der Nurses’
Health Study und der lowa Women's Health Study konnte Zigarettenrauch als
dosisabhangiger, umweltbedingter primarer Risikofaktor flr die Entwicklung von einer RA und
eine Korrelation zu einer schwereren Symptomlast nachgewiesen werden.®10.12.14.64-66 |
seropositiven Patienten war diese Korrelation noch ausgepragter.%6:67

Als weiterer modifizierbarer Risikofaktor wurde Ubergewicht®”° in einigen Studien
beschrieben. Eine mogliche Erklarung dafir kénnte die vermehrte Leptin-Produktion aus
Adipozyten sein, der ein Shift der Th-Zell Subtypen in Richtung des Th1-Phanotyps folgt.
Dieser Subtyp von Th-Zellen kann durch Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie
TNF-a und IL-1 ein Initiator der Pathogenese von rheumatischen Erkrankungen sein .®

Ein weiterer wichtiger Bereich, der den Krankheitsverlauf und -progress beeinflussen
kann, stellen Erndhrungsgewohnheiten dar. Generell scheint eine Erndhrungsweise basierend
auf der mediterranen Diat fir RA-Patienten empfehlenswert zu sein, da sie mit milderen
Verlaufen und niedrigeren DAS28-Werten assoziiert zu sein scheint.”® Gerade in mediterranen
Landern wie Italien und Griechenland wurden mildere RA-Verlaufe dokumentiert."" Die
mediterrane Diat zeichnet sich durch einen hohen Gehalt an Fruchten und Gemuse,
Meeresfrichten, Nissen und Hulsenfrichten und Olivendl aus. Im Gegensatz dazu tragen
rotes Fleisch und gesattigte Fettsduren nur zu einem geringen Anteil zur Zusammensetzung
der Diat bei.”

Weiterhin konnte fiir einige Gewirze, darunter Knoblauch, Ingwer und Zimt, eine
symptomverbessernde Wirkung bei RA-Patienten nachgewiesen werden.”%"2
Eine inverse Korrelation ergab sich ebenso jeweils zwischen der Auftretenswahrscheinlichkeit
der RA und dem moderaten Konsum von Alkohol®”:%870 (besonders Rotwein) und dem
Bildungsgrad bzw. dem sozialen Status. Auch eine Diét reich an Omega-3 Fettsduren’® und
Antioxidantien (v.a. Vitamin C und B-Cryptoxanthin) scheint einen protektiven Effekt auf den
Verlauf der RA zu haben.®

Im Gegensatz dazu liefert der Einfluss von Kaffee- bzw. Koffeinkonsum auf den
Krankheitsbeginn und -verlauf bei RA-Patienten bisher uneindeutige, sich teils

widersprechende Ergebnisse.'"
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2.2. Kaffee

Kaffee zahlt zu den weltweit taglich am haufigsten konsumierten Getranken 3147374 mit
einer steigenden Tendenz in den letzten Jahrzehnten.”®’* Kaffee enthalt eine Vielzahl von
Substanzen.'®® Die physiologische Wirkung wird jedoch hauptsachlich den Wirkstoffen
Koffein und den Polyphenolen zugeschrieben.”?

Polyphenole sind Phytochemikalien, die von Pflanzen sekundar zum Schutz gegen
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) produziert werden. In vitro konnte ihr hohes antioxidatives
Potential nachgewiesen werden, jedoch belaufen sich physiologische Plasmakonzentrationen
auf maximal 1umol/L, weshalb die antioxidative Wirkung in vivo bisher nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte.”®75

Koffein gehort der Familie der Methylxanthine an,”®® die klinisch aufgrund ihrer
bronchodilatativen Wirkung beispielsweise Anwendung in der Therapie von Asthma bronchiale
7680 finden (vor allem der Koffeinmetabolit Theophyllin).’®

Koffein ist neben Kaffee auch in Tee und koffeinhaltigen Getranken wie Energydrinks
enthalten.”” In vielen Landern wird aufgrund von kulturellen Brauchen vor allem Tee anstelle
von Kaffee konsumiert, was einem Koffeingehalt von ca. 6-22 mg/100ml oder 15-
55mg/Tasse’ entspricht, und gerade in der jiingeren Generation machen Energydrinks einen
grélReren Anteil der Koffeinquelle aus (34 mg/100ml oder beispielsweise 85mg/Tasse flr Red
Bull).”

Weiterhin ist Koffein Bestandteil von dunkler Schokolade™ und einiger
Schmerzmedikamente.”® Eine weltweit allgemein glltige Angabe fiir die pro Tag pro Kopf
konsumierte Menge an Koffein zu machen, gestaltet sich aufgrund von unterschiedlichem
Konsumverhalten an verschiedenen Orten der Welt und in unterschiedlichen Kulturen
demnach als schwierig. Horrigan et al. geben fir den Kaffeekonsum in ihrer Arbeit ein bis zwei
Tassen pro Tag als Durchschnittswert an. Dabei entspricht eine Tasse Kaffee 250ml mit einem
Koffeingehalt von 75-100 mg, was einer durchschnittlichen Koffein-Plasmakonzentrationen
von ca. 13uM entspricht.”® Zusatzlich ist fiir den Kaffeekonsum pro Kopf ein Nord-Sud-Gefalle
zu vermerken mit erhohter Aufnahme in den nordlicheren Regionen. So werden beispielsweise
in GroRbritannien, Schweden oder Finnland ca. finf Tassen Kaffee pro Tag getrunken, was
einer Koffeinmenge von ca. 100-400 mg pro Tag entspricht.”* 2015 wurde ein Kaffeekonsum
von bis zu 400 mg pro Tag von der European Food Safety Agency (EFSA) als unbedenklich

eingestuft.”®

2.2.1. Pharmakologische Aspekte von Koffein

Die Absorption von Koffein erfolgt vollstdndig innerhalb von 45 Minuten nach
Ingestion.”®’” Dies geschieht unabhangig von Alter, Geschlecht, Genetik und anderen
konsumierten Substanzen wie Alkohol oder Medikamenten. Ca. 20% werden bereits im Magen

absorbiert, die Ubrigen 80% im Diinndarm.”’
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Die Spitzenplasmakonzentration von Koffein wird circa 30 Minuten nach oraler
Aufnahme erreicht”® mit durchschnittlichen Werten von 1-10 uM pro Kaffeetasse.”® Diese
Werte konnen jedoch auch hoher ausfallen in Personen, die hdhere Koffeinmengen
konsumieren oder bei gleichzeitiger Aufnahme von Substanzen, die Uber CYP1A2
verstoffwechselt werden.’®

Nach Ingestion und Absorption verteilt sich Koffein gleichmalkig auf alle
Korperflissigkeiten.® Koffein ist lipophil genug, um Zellmembranen ohne aktiven Transporter
zu Uberwinden und kann somit die Blut-Hirn-Schranke passieren.”®’” Aufgrund von einer
geringen Plasmaproteinbindung ergibt sich eine Blut-Plasma-Ratio von ungefahr 1.77

Die Exkretion von Koffein erfolgt zu 70% renal in Form von Metaboliten.”® Davon wird
nur ein Bruchteil (ca. 2%) unmetabolisiert ausgeschieden, da im Tubulussystem eine fast
vollstandige Rickresorption von Koffein erfolgt. Uber die Faeces werden ca. 2-7% des
aufgenommenen Koffeins innerhalb von 48 Stunden eliminiert.””

Die Metabolisierung von Koffein erfolgt hauptsachlich hepatisch durch CYP1A2 des
Cytochrom P450-System zu Paraxanthin (84%). Weitere biologisch aktive Metabolite stellen
Theobromin (12%) und Theophyllin (4%) dar (vgl. Abbildung 1).7%"7 Diese Prozesse folgen
einer Kinetik erster Ordnung. Die Metabolisierungsgeschwindigkeit ist zwischen 70-300mg
aufgenommenem Koffein gesattigt, abhangig von genetischen Polymorphismen der CYP-
Isoformen. Neben genetisch-bedingten interindividuellen Unterschieden beeinflusst weiterhin
die generelle Leberfunktion bzw. Lebererkrankungen wie u.a. Leberfibrose und -zirrhose die
Metabolisierung.””

Wahrend Ernahrungsgewohnheiten keinen Einfluss auf die Absorption haben, kénnen
sie die Metabolisierung durchaus beeinflussen. So wird die Verstoffwechselung von Koffein
durch Grapefruitsaft, Kurkuma, Muskat oder Alkohol verlangsamt.”” Weiterhin haben viele
Medikamente (beispielsweise Antiarrhythmika wie Propranolol oder Verapamil,
Antikoagulantien wie Warfarin oder Chinolone wie Ciprofloxacin) und Genussmittel einen
verlangernden Einfluss auf die Halbwertszeit (HWZ) von Koffein. Auch orale Kontrazeptiva
verringern die Metabolisierungsgeschwindigkeit.””

Im Gegensatz dazu bewirkt Zigarettenrauchen, was mit dem gleichzeitigen Konsum von
Kaffee assoziiert ist,®® teilweise fast eine Verdopplung der Metabolisierungsrate durch
Enzyminduktion, wodurch die HWZ von Koffein verkirzt wird. Fur diese finden sich in der
Literatur unterschiedliche Angaben von 2,5 bis 3,5 Stunden bis zu 9,9 Stunden bei

Erwachsenen.”677:81

2.2.2. Molekulare Ansatzpunkte von Koffein
Es wird davon ausgegangen, dass Koffein physiologisch seine Wirkung hauptséachlich

als Adenosin-Antagonist tiber die AR A1-A3 entfaltet.8’ Ein weiterer moglicher Ansatzpunkt fir

27



Koffein konnte die Wirkung als Hemmer der zyklischen AMP (cAMP)-Phosphodiesterase
(PDE) sein.”™

Abbildung 2: Schema lber Hauptmetaboliten des Koffeinstoffwechsels im Menschen
modifiziert nach Nehlig et al. Abk. NAT2, N-Acetyltransferase-2; XO, Xanthinoxidase

Koffein
Theophyllin  (4%) Paraxanthin (84%) Theobromin (12%)
B
1-Methylxanthin 5-Acetylamino-6-Formylamino-3-Methyluracil 3,7-Dimethylharnséure
l X0 l NAT2
1-Methylharnsaure 6-Acetylamino-6-Amino-3-Methyluracil

(1) Adenosin und Adenosinrezeptoren (AR)

Adenosin ist eine kdrpereigene, ubiquitar®? vorkommende Substanz, die durch ATP-
verbrauchende Stoffwechselprodukte entsteht.®® Adenosin erfiillt im Koérper verschiedene
Funktionen. Dazu gehéren unter anderem die Regulation der Freisetzung von
Neurotransmittern, die synaptische Plastizitdt im ZNS, Vasokonstriktion und -dilatation
peripher, Bronchokonstriktion® und die Immunregulation® unter anderem durch in
Kontrollierung von Entziindungsvorgangen und der Heilung von Gewebeschaden .8® Weiterhin
hemmt Adenosin die Lipolyse® und spielt eine entscheidende Rolle fiir die Schlafinduktion.”

Adenosin entsteht zum einen extrazellular aus dem Abbau von Adenin-Nukleotiden und
zum anderen intrazellular bei der Dephosphorylierung von ATP.768 Metabolisiert wird
Adenosin Gber eine Desaminierung zu Inosin und weiter bis zu seinem Endprodukt Harnsaure.
Aulerdem ist eine Wiederaufnahme in die Zelle und eine Re-Phosphorylierung zu ATP
maoglich .88

Akute inflammatorische Vorgange und Verletzungen gehen mit einer Erhdhung der
extrazelluldaren Adenosin-Konzentration einher. Im Gegensatz dazu kommt es bei chronisch-
entziindlichen Zustanden, wie sie auch bei der RA vorliegen, zu einer Depletion von ATP und

somit zu einer Abnahme der Adenosinkonzentration trotz vorherrschender hypoxischer
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Bedingungen. Die Expression von AR auf der Zelloberflache wiederum wird durch das
Minderangebot reaktiv hochreguliert.8®

Adenosin vermittelt seine immunsuppressiven Effekte hauptsachlich Uber AR. Dies sind
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR)8283 mit sieben Transmembran-a-Helices mit einem
extrazellularen Amino-Terminus und einem intrazellularen Carboxy-Terminus.?® Aktuell sind
vier Subtypen (A1-AR - A3-AR)® von ARs bekannt, die zum Teil gegenséatzliche Funktionen
erfiillen. So zahlen der A1-AR und der A3-AR zu den inhibitorischen GPCR.8 Durch sie wird
die cAMP-Konzentration intrazellular gesenkt, wodurch die Aktivitat der Proteinkinase A (PKA)
und CREB-Phosphorylierung herabgesetzt wird.®

Die zwei anderen Subtypen, A2A-AR und A2B-AR, gehdren den stimulierenden GPCR
an und erhohen folglich die intrazellulare cAMP-Konzentration.838¢ Als wichtiger Vertreter auf
Zellen des Immunsystems ist der A2A-AR entscheidend an der Immunhomdostase
beteiligt.8”# Durch proinflammatorische Mediatoren wie TNF oder IL-1 als wichtige Treiber in
der Pathogenese der RA wird die Expression von A2A-AR erhoht.® IFN-y wiederum
vermindert sowohl Expression als auch Funktion.®

In A2A-AR knockout Mausen wurden eine deutlich erhéhte proinflammatorische
Zytokinproduktion (IL-1, IL-6, TNFa) in mononukledren Zellen und schwerere
Erkrankungsverlaufe beobachtet’®848 und die Wirkung von MTX scheint zumindest zum Teil
durch Akkumulation von Adenosin und seine Wirkung am A2A-AR vermittelt zu werden.®” A2A-
AR-vermittelt verhindert Adenosin die Rekrutierung von Neutrophilen, die klassische
Aktivierung von und die Zytokinproduktion durch Makrophagen, die
Osteoklastendifferenzierung, die = TCR-vermittelte = T-Zellaktivierung und  deren
proinflammatorische Effekte.®8 In vitro konnte eine dosisabhangige Inhibition der TNFa- 8%
IL-12°"92 und IFN-y®' Produktion durch Adenosin in menschlichen PBMCs und Makrophagen
nachgewiesen werden. Dieser Effekt war in den Studien von Eigler et al. und Link et al. jeweils
durch den Adenosin-Antagonist 8-(3-Chlorostyryl)-Koffein reversibel 82 wodurch sich pro-
inflammatorische Eigenschaften fir Koffein annehmen lassen. Koffein in physiologischen
Dosen von circa 300 mg, dies entspricht in etwa zwei bis drei Kaffeetassen, weist eine hohere
Affinitat fir die Subtypen A1-AR und A2A-AR auf.”®

(2) Koffein als Phosphodiesterase (PDE-) Hemmer

Ein weiterer moglicher Ansatzpunkt fir Koffein ist die Hemmung des Enzyms cAMP-

PDE und dariiber die Vermittlung von antiinflammatorischen Effekten.”® Die PDE ist ein
intrazelluldres Enzym, das unter anderem in Makrophagen, T- und B-Zellen und Neutrophilen
Granulozyten vorhanden ist.®® Durch Inhibition der cAMP-PDE steigt die intrazellulare cAMP-
Konzentration an und die PKA wird aktiviert.”® Es konnte nachgewiesen werden, dass PDE-
Hemmer einerseits die Produktion von TNFa in Makrophagen und IFN-y in Th1-Zellen
unterdriicken und andererseits die Proliferation von CD4+ Zellen inkomplett hemmen.®? Die
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Produktion ebendieser Zytokine konnte durch Koffein unterdriickt werden,%% sodass die
Beteilung der PDE-Hemmung eine Rolle in der Wirkungsvermittlung von Koffein spielen

konnte.

2.2.3. Physiologische Wirkung von Koffein

Koffein ist das weltweit am haufigsten konsumierte legale Psychostimulanz.”73.74.77.95
Im zentralen Nervensystem erhoht Koffein die allgemeine  Wachheit und
Konzentrationsfahigkeit.”38" Zusatzlich wirkt es antidepressiv,’* steigert die Kinetik im
Gastrointestinal (Gl) -Trakt und renal die Diurese, hat positiv inotrope Eigenschaften kardial
und sorgt peripher fiir Vasodilatation.”>

Wahrend der Konsum von geringeren Dosen eher die zuvor erwahnten, positiven Effekte
zu haben scheint, kdnnen héhere Koffeindosen unerwiinschte Nebenwirkungen wie Angst,
Unruhezustéanden und Nausea auslésen.” Diese Effekte scheinen jedoch einen gewissen
Gewodhnungseffekt aufzuweisen und abhangig von der RegelmaRigkeit des Konsums zu
sein.?" Als weitere unerwiinschte Nebenwirkungen von Koffein wurden Insomnie,” Delir und
Psychosen beschrieben vor allem in Individuen mit erhéhter Suszeptibilitat flr Koffein.
Weiterhin wurde von Entzugssymptomen berichtet, die ca. 12-24 Stunden nach dem Absetzen
auftreten und bis zu neun Tage andauern konnen.

Unterschieden werden sollte zusatzlich zwischen der akuten und der chronischen
Koffein-Applikation. So wurde beispielsweise von Johansson et al. beobachtet, dass eine
akute Applikaton von Koffein Krampfanfalle auslésen kann,’® wahrend eine
Langzeitbehandlung tber 14 Tage die Krampfschwelle bei Mausen erhoht.®2 Bei einer oralen
oder intravendsen Applikation von 5-10g ist Koffein durch Entwicklung eines Lungenédems

und folgendem Herzkreislaufstillstand letal.”

(1) Wirkung von Koffein auf die Zellen des Immunsystems

In der Vergangenheit konnte in verschiedenen Studien eine immunmodulatorische
Wirkung von Koffein nachgewiesen werden. Dabei gilt Koffein als eine anti-inflammatorisch
wirkende Substanz.'®7® Bereits 1992 wurde in der Arbeitsgruppe von Rosenthal et al.
beobachtet, dass Koffein die proinflammatorische Zytokinproduktion und Proliferation unter
anderem von Th1-Zellen unterdriickt.”®°" Dies konnte auch von Ritter et al. fuir die Produktion
von TNFa, IFN-y und IL-2 nachgewiesen werden.® Gleichzeitig wird die IL-10 Produktion in
PBMCs durch Koffein in Kombination mit physischer Aktivitat stimuliert®” und die Zytotoxizitat
von Lymphozyten®® gesenkt.

Im Gegensatz dazu scheint Koffein im Mausmodell in niedrigen Dosen einen
stimulierenden Effekt auf die B-Zell-Funktion und die Antikérperproduktion auszulben.

Interessanterweise kehrt sich dieser Effekt jedoch bei hoheren Dosen um."®
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Auch Zellen des angeborenen Immunsystems werden durch Koffeineinfluss beeinflusst.
So konnte in vitro eine verminderte Chemotaxis von NK und Monozyten beobachtet werden.'®
Jedoch ist bei der Auswertung der Studienergebnisse immer zu beachten, dass in vielen
Fallen unphysiologisch hohe Koffeinkonzentrationen verwendet wurden und somit eine

Aussagekraft liber die Wirkung in vivo eingeschrankt wird."

2.2.4. Wirkung von Koffein bei Erkrankungen

Bezlglich der Wirkung von Koffein auf bestimmte Erkrankungen ist zunachst
festzuhalten, dass scheinbar ein krankheitsspezifischer Effekt vorliegt und keine
allgemeingliltigen Empfehlungen auszusprechen sind."

Es konnten sowohl kardio- als auch neuroprotektive Wirkungen nachgewiesen werden.
Ebenso scheint Koffein in niedrigen Dosierungen antidepressiv bzw. stimmungsaufhellend”
zu wirken und positive Effekte bei Lebererkrankungen wie Leberzirrhose und hepatozellularem
Karzinom (HCC)® und Krebserkrankungen wie beim Kolorektalen Karzinom®® zu haben.

Fir neurodegenerativen Erkrankungen (NDE) wie Morbus Parkinson (MP)"7476 und
Alzheimer-Demenz konnte eine inverse Korrelation mit Kaffeekonsum beobachtet werden.”
Bei Alzheimer-Patienten wird eine verbesserte Gedachtnisleistung und sogar eine
Gedachtniswiederherstellung bei Individuen mit bereits eingeschrankter Gedachtnisfunktion
beschrieben.”* Auch fiir MS konnte in einigen Fall-Kontroll-Studien und in Mausmodellen ein
positiver Effekt auf den Krankheitsverlauf und -progress nachgewiesen werden.'’® MS ist
ebenso wie die RA eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung, die mit Entziindungsherden
und progredienten Demyelinisierungen zentral einhergeht.”® Auch fir CED konnte eine inverse
Assoziation zwischen Krankheitsaktivitat und Kaffeekonsum nachgewiesen werden. '

Im Gegensatz dazu scheint das Erkrankungsrisiko von T1DM durch Kaffeekonsum
erhoht zu sein.

Fir Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis wie Psoriasis-Arthritis (PSA)'%
oder den SLE'® st die Studienlage bisher bezuglich des Einflusses von Kaffee und Koffein
auf die jeweiligen Erkrankungen begrenzt. Fir SLE konnten Kiyohara et al. in ihrer
randomisiert-kontrollierten Studie ein erhohtes Erkrankungsrisiko fur SLE unter Koffeinkonsum
beschreiben.'® Im Gegensatz dazu wurden in der Studie von Iriventi et al. anti-psoriatische

Effekte unter Koffeineinfluss in Kombination mit Kurkurma beobachtet. "

2.2.5. Kaffeekonsum und RA

Die Studienlage fur den Einfluss von Kaffeekonsum und die Wirkung von Koffein bei RA-
Patienten ist ebenfalls limitiert mit bisher uneindeutigen Ergebnissen.

In ihrer Studie aus dem Jahre 2000 konnten Helibvaara et al. eine positive Assoziation
zwischen einem Kaffeekonsum von mehr als vier Tassen pro Tag und einem erhohten Risiko

fir die Entwicklung von RA nachweisen.® Ahnliche Ergebnisse erzielten Pedersen et al. in
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ihre Fall-Kontroll-Studie in der danischen Population im Jahre 2006. Sie konnten ebenfalls eine
Assoziation zwischen dem Erkrankungsrisiko an der RA und erhohtem Kaffeekonsum
gemessen in Tassen pro Tag feststellen, vor allem bei ACPA+ RA-Patienten.®” Einschrankend
muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass in beiden Studien jedoch keine explizite
Unterscheidung beziglich koffeinhaltigem und entkoffeiniertem Kaffee gemacht wurde.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnte in anderen Studien keine Korrelation®102
fur Kaffeekonsum und das Erkrankungsrisiko an der RA beobachtet werden. In der lowa
Women'’s Health Study von Mikuls et al. wird interessanterweise flr einen Konsum von mehr
als vier Tassen entkoffeinierten Kaffees ein erhohtes Risiko fiir eine RA beschrieben, wahrend
keine Assoziation zwischen koffeinhaltigem Kaffee und der RA und eine inverse Korrelation
zwischen Teekonsum und der RA vorliegt.® Auch in Studien aus der jingeren
Vergangenheit'%-1% konnte keine Assoziation zwischen Kaffee- bzw. Koffeinkonsum und dem
Erkrankungsrisiko der RA festgestellt werden. Mazzucca et al. beschreiben sogar eine inverse
Korrelation zwischen Kaffeekonsum und RA-Risiko.%® Allerdings wurde nur durch Westerlind
et al. explizit die Korrelation zwischen Koffeineinfluss und seropositiver RA untersucht. %

In allen bisher durchgefiihrten Studien wurde der Kaffee-, Koffein- und Teekonsum
anhand von Fragebdgen oder per Interview durch Selbsteinschatzung der Patienten erhoben.
Eine Ubersicht der Studien findet sich in Tabelle 3. Zu beachten sind die sich
unterscheidenden Einschlusskriterien fur die Diagnose RA. Wahrend in Studien bis
20108467192 noch die ACR Klassifikationskriterien 1978 Anwendung fanden, wurden in den
kirzlich erschienen Studien zum Teil die neuen ACR/EULAR Kriterien 2010'% als Grundlage
verwendet, RA anhand der ICD-10 Klassifikation®® festgestellt oder sich auf klinische
Angaben'%3-1% perufen, was die Vergleichbarkeit der Studien erschwert.

In ihrem systematischen Review aus dem Jahr 2022 ziehen Asoudeh et al. ein Fazit aus
den bis dahin erschienen Ergebnissen.646567.10210%4 Dgrin peschreiben sie eine Assoziation
zwischen einem erhdhten Erkrankungsrisiko fur die RA und dem Konsum von Kaffee und
entkoffeiniertem Kaffee. Jedoch konnten sie keine signifikante Assoziation zwischen
Koffeinkonsum und dem RA-Erkrankungsrisiko festhalten.'®’

Dieses Fazit wird untermauert und erganzt durch die Ergebnisse der 2023 publizierten
prospektiven Kohortenstudie von Ascione et al. Darin konnte auch nach Elimination von
mdglichen Confoundern wie dem Raucherstatus eine positive Assoziation zwischen dem
Konsum von vier oder mehr Tassen Kaffee (expliziert von koffeinhaltigem Kaffee) und einem
erhdhten Erkrankungsrisiko an der RA beobachtet werden. Durch den Ausschluss von
verschiedenen Storvariablen schlussfolgern die Autoren, dass Koffein somit einen
eigenstandigen Einfluss auf die Pathogenese der RA hat und nicht ausschlieBlich

synergistisch mit anderen Variablen fungiert.
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Tabelle 3: Ubersicht von Studiendesigns iiber die Korrelation von RA-Erkrankungsrisiko und
Kaffee-, Koffein- und Teekonsum. Konsum jeweils erhoben in Tassen pro Tag. Abkiirzungen:
MCHES (Mobile Clinic Health Examination Survey Study), IWHS (lowa Women’s Health
Study), NHS (Nurses Health Study), DNPR (Danish National Patient Registry), WHI-OS
(Women's Health Initiative Observational Study), KNHANES (Korea National Health and
Nutrition Examination Survey), EIRA (Epidemiological Investigation of RA), NHANES (National
Health and Nutrition Examination Survey), E3N (Etude Epidémiologique auprés des femmes
de la Mutuelle Générale de 'Eduction Nationale)

Studie/Studienname

Studiendesign und

RA Diagnostikkriterien

Fallzahlen/KohortengroBe

Studienergebnisse bzgl. Kaffee-,
Koffein- und Teekonsum und RA-
Risiko

Helidvaara et al.

Kohortenstudie aus

Krankengeschichte

positive Assoziation von RA-Risiko

(2000) / MCHES Finnland und Kaffeekonsum > 4 Tassen/d flr
126/18 981 RF+ RA
keine Assoziation von RA-Risiko
und Kaffeekonsum bei RF- RA
Mikuls et al. Prospektive ACR Kriterien (1978) positive Assoziation von RA-Risiko
(2002) / IWHS Kohortenstudien aus den und Konsum von > 4 Tassen
USA entkoffeiniertem Kaffee/d
158/31 336 keine Assoziation von RA-Risiko

und Kaffeekonsum, jedoch héherer
Kaffeekonsum assoziiert mit RA-
Beginn

negative Assoziation von RA-Risiko
und Teekonsum

Karlson et al.
(2003) / NHS

Kohortenstudie aus den
USA
480/83 124

ACR Kriterien (1978)

keine Assoziation von RA-Risiko
und Kaffeekonsum, auch nicht von
RF+ RA

keine Assoziation von RA-Risiko
und Konsum von entkoffeiniertem
Kaffee

kein protektiver Effekt von Tee auf
RA

Pedersen et al.
(2006) / DNPR

Case-Control-Study aus
Danemark
69/56 691

ACR Kriterien (1978)

Positive Assoziation von RA-Risiko
und Kaffeekonsum, v.a. ACPA+ RA

Lamichhane et al.
(2019) / WHI-OS

Kohortenstudie aus den
USA
185/76 853

Eigenangabe von RA und
Therapie mit DMARDs

keine Assoziation von RA-Risiko
und Kaffeekonsum

schwache positive Assoziation von
koffeinhaltigem Teekonsum und RA-
Risiko

Kim et al. (2021) /

Cross-sectional Studie aus

Diagnose durch

Keine Assoziation von RA-Risiko

KNHANES Korea Rheumatologen und Kaffeekonsum in koreanischer
95/12.465 Antirheumatische Bevolkerung
Therapie
Westerlind et al. Fall-Kontroll-Studie aus EULAR/ACR keine Assoziation von RA-Risiko
(2022) / EIRA Schweden Klassifikationskriterien und Kaffeekonsum (Relation
2184/6385 2010 vorhanden, bevor Rauchen als

Confounder ausgeschlossen wurde)
keine Assoziation fir Anti-CCP+ RA
und Kaffeekonsum

Pu et al. (2022) /

Crosssectional study

Fragebogen mit Angabe

keine Assoziation zw.

NHANES 275/4 310 RA als Arthritisform Kaffeekonsum und RA

Mazzucca et al. prospektive ICD-10 Kode MO5 oder negative Assoziation von RA-Risiko

(2022) / UK Biobank Kohortenstudien aus UK MO06 und Kaffeekonsum von 1-2
2819/479 494 Tassen/d

positive Assoziation von RA-Risiko
und Teekonsum

Ascione et al. (2023)
E3N

Prospekte Kohortenstudie
aus Frankreich
481/62 631

Eigenangabe von RA und
medizinische Datenbank
nach Einverstandnis

positive Assoziation von RA-Risiko
und Kaffeekonsum > 4 Tassen/d
(Rauchen, BMI, kérperliches
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Aktivitatsniveau als Confounder
ausgeschlossen)

. keine Assoziation zwischen RA-
Risiko und Teekonsum

2.3. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Die aktuelle Studienlage bezliglich des Einflusses von Koffein auf das Erkrankungsrisiko
und den Krankheitsverlauf der RA liefert bisher uneindeutige Ergebnisse. Kaffee als eines der
weltweit am haufigsten konsumierten Getranke konnte somit einen potenziellen Risikofaktor
oder einen positiven Einfluss fur RA-Patienten darstellen. Kaffeegenuss ist zum einen bei
vielen Patienten ein Bestandteil des alltaglichen Lebens und zum anderen ist er beeinflussbar
und somit wirde es dem Patienten die Mdglichkeit geben, eigenstandig Einfluss auf die
Erkrankung und den Krankheitsverlauf zu nehmen, sollte ein Zusammenhang zwischen
Koffeinkonsum und der RA bestehen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen Koffeinkonsum und dessen
Wirkung auf CD4+ T-Zellen von RA-Patienten naher zu untersuchen, vor allem im Hinblick auf
den Einfluss auf pro- und anti-inflammatorische Prozesse. Als wichtige Hauptakteure in der
Pathogenese und Aufrechterhaltung der chronischen Inflammation soll vor allem die Rolle der
proinflammatorischen Th1- und Th17-Zellen von RA-Patienten beleuchtet und der Einfluss von
Koffein auf die Zytokinproduktion und das Uberleben dieser Zellen in vitro untersucht werden.
Zum einen soll dadurch beleuchtet werden, ob Koffeinkonsum einen Einfluss auf die
Zytokinproduktion von Th1- und Th17-Zellen hat und zum anderen, ob dieser Einfluss einen
pro-inflammatorischen oder anti-inflammatorischen Charakter besitzt. Dadurch soll geklart
werden, ob Koffein ein potenziell beeinflussbarerer Risikofaktor fir den RA-
Erkrankungsverlauf und ggf. auch in der Pathogenese ist oder ob — ganz im Gegenteil — Koffein
mdglicherweise als anti-inflammatorische Substanz protektiv wirken kénnte wie in einigen
NDE.

Weiterhin soll untersucht werden, Gber welchen Mechanismus Koffein seine Wirkung auf
CD4+ T-Zellen entfaltet. Als potenter Adenosinantagonist soll daher zum einen untersucht
werden, ob die von Koffein vermittelte Wirkung Uber den A2A-AR vermittelt wird und zum
anderen, ob ein Unterschied in der Expression des A2A-AR bei RA-Patienten im Vergleich zur

gesunden Kontrollgruppe vorliegt.

34



3. Publikation

3.1. Accepted Manuscript der Originalpublikation

Die folgenden Seiten enthalten das Accepted Manuscript des folgenden Artikels, das im
Rahmen dieser Dissertation entstanden ist.

Originalveroffentlichung: Gloyer, L., Golumba-Nagy, V., Meyer, A., Yan, S., Schiller, J.,

Breuninger, M., ... Kofler, D. (2022). Adenosine receptor A2a blockade by caffeine increases
IFN—gamma production in Th1 cells from patients with rheumatoid arthritis. Scandinavian
Journal of Rheumatology, 51(4), 279-283. DOI:

https://doi.org/10.1080/03009742.2021.1995956 108

Dies ist ein Accepted Manuscript eines Artikels, der von der Taylor & Francis Group
veroffentlicht wurde. Die finale Version (Version of Record) ist unter obigem Link abrufbar.
Eine Veroffentlichung des Accepted Manuscripts im institutionellen Repositorium der
Universitat zu Koln ist unter Bericksichtigung der Lizenzbedingungen (CC BY-NC-ND 4.0)
zulassig. Die Tabellen und Figures der Arbeit sowie das Supplementary Material istim Anhang
unter Punkt 6.3. zu finden.

35


https://doi.org/10.1080/03009742.2021.1995956

Article type: Brief report

Adenosine receptor A2a blockade by caffeine increases IFN-gamma production in Th1

cells from patients with rheumatoid arthritis

Running head: Caffeine increases IFNy production in RA

Lydia Gloyer', Viktoria Golumba-Nagy', Anja Meyer', Shuaifeng Yan', Joanna Schiller?,

Marianne Breuninger?, Dorothee Jochimsen?, and David M. Kofler!?*

Laboratory of Molecular Immunology, Department | of Internal Medicine, University of

Cologne, Cologne, Germany

2Division of Clinical Immunology and Rheumatology, Department | of Internal Medicine,
University of Cologne and Center for Integrated Oncology Aachen Bonn Cologne Duesseldorf,

Germany

#Corresponding author: David M. Kofler, Department | of Internal Medicine, University of

Cologne, Kerpenerstr. 62, 50931 Cologne, Germany. E-mail: david.kofler@uk-koeln.de

Keywords: Rheumatoid arthritis, caffeine, IFN-y, CD4* T cells, adenosine receptor, Th1 cells

None of the data presented in this manuscript has been published elsewhere or is under

consideration for publication in another journal.

Total word count: 1,499

36



Abstract

Background: Coffee is one of the most popular beverages in the world. Recent studies
indicate that caffeine uptake may be a possible risk factor for rheumatoid arthritis (RA), but a

definitive link between caffeine consumption and RA has not yet been established.

Methods: Peripheral blood mononuclear cells were obtained from the peripheral blood of
healthy individuals and patients with RA. CD4+ T cells were isolated using MACS technique
and cultured in vitro with caffeine or mock control. In addition, adenosine was used as a
competitive inhibitor of caffeine. After 48 hours, expression of IFN-gamma and IL-17 was
analyzed by flow cytometry. Moreover, ex vivo expression levels of adenosine receptor A2a

were assessed.

Results: Caffeine promotes IFN-gamma production in Th1 cells in vitro. Remarkably,
significantly higher concentrations of caffeine are required to increase IFN-gamma levels in
Th1 cells from healthy individuals as compared to Th1 cells from patients with RA. Moreover,
ex vivo levels of adenosine receptor A2a expression on CD4+ T cells are significantly higher
in RA as compared to healthy individuals. Furthermore, caffeine driven IFN-gamma production
is completely reversed by adenosine, a competitive agonist of adenosine receptor A2a. In

contrast to IFN-gamma, production of IL-17 is not affected by caffeine.

Conclusions: Caffeine promotes IFN-gamma production in Th1 cells from RA patients in vitro
by competitive inhibition of the adenosine receptor A2a. Our data suggest that excessive

coffee consumption could contribute to T cell activation and inflammation in RA.
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Introduction

In the past two decades, coffee consumption has been discussed as a potential risk factor for
rheumatoid arthritis (RA) (1-3). Several studies, including a recent meta-analysis, support the
assumption that high coffee intake increases the risk of RA development (1, 4). However, a
large prospective study conducted in the U.S. by Karlson et al. did not find an association
between high coffee intake and RA (3). The inconsistency of the results of different studies
could be explained by differences in the age of the study participants (3, 4). Moreover, the
concentration of caffeine per cup and the coffee drinking habits vary between countries. The
highest coffee consumption per capita is found in Finland and other Nordic countries (5). So

far, it remains unclear if caffeine has a negative influence on disease activity in RA.

RA is characterized by reduced frequencies of regulatory T (Trg) cells and increased
frequencies of Th17 cells in the peripheral blood (6). In addition, Th1 cells are believed to play
a crucial role in the pathogenesis of RA (7). The number of Th1 cells is significantly increased
in the synovial fluid and synovial tissue of RA patients (7). Recently, it has been reported that
caffeine induces Th1 cells in a mouse model of tuberculosis (8). Furthermore, caffeine
enhances intra-tumoral IFN-y levels by inhibiting the adenosine receptor A2a pathway in mice
with melanoma (9). Moreover, the influence of caffeine on the adenosine receptor pathway
and on the efficacy of methotrexate is determined by genetics (10). These observations
prompted us to investigate the interplay between caffeine, the adenosine receptor A2a and

IFN-y production in CD4* T cells from RA patients.
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Methods

Samples

Peripheral blood was drawn from RA patients at the University Hospital Cologne after written
informed consent was obtained in accordance with the Declaration of Helsinki. All patients
fulfilled the 2010 ACR/EULAR classification criteria. The study was approved by the Ethics

Committee of the University Hospital Cologne (no. 13-091).

Isolation of primary CD4* T-cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density gradient centrifugation
(PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) and CD4* T cells were purified by negative selection
using the CD4* T cell isolation kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Cell purity
was verified by flow cytometry and was at least 96%. Viable cells were counted using the

automated cell counter CellCountess (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Germany).

In vitro cultivation with caffeine

CD4* T cells were cultured for 48 hours in X-Vivo-Medium with 1% Penicillin-Streptomycin, 1%
human serum, anti-CD3 antibodies (5 pg/ml), and anti-CD28 antibodies (1 pug/ml). Caffeine
(Sigma Aldrich, Hamburg, Germany) was diluted in sterile distilled H2O and filtered through
sterile 0.2 um filters to remove microorganisms. Caffeine was added to cell culture at
concentrations of 0.1 mM, 0.2 mM, 0.4 mM or 4.0 mM. Sterile distilled H,O was used as mock

control. Where indicated, adenosine was added at concentrations of 0.4 mM.
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Flow cytometry

CD4* T cells were permeabilized using the cytofix-permwash kit (BD Biosciences, Heidelberg,
Germany) and intracellular IFN-y and IL-17 was detected by specific antibodies (BD
Biosciences, Heidelberg, Germany). Cell viability was assessed by Life-Dead Staining
(ThermoFisher Scientific, Schwerte, Germany). Flow cytometry analysis was performed using

the Gallios 10/3 flow cytometer (Beckman Coulter, Krefeld, Germany).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism. Data were analyzed by non-
parametric Mann-Whitney test or Student’s t-test. Where indicated, medians with interquartile

ranges (IQR) are shown. p < 0.05 was considered as statistically significant.
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Results

CD4* T cells and CD8* T cells were isolated from the peripheral blood of RA patients or healthy
individuals using MACS technique. The patients’ characteristics are summarized in
Supplementary table S1. T cells were cultured in vitro in the presence of anti-CD3/CD28
monoclonal antibodies and either caffeine or mock control. The purity of the CD4* or CD8* T
cell preparations and the viability of cells were verified by flow cytometry (Supplementary figure
S1A,B). After 48 hours, IFN-y and IL-17 expression was assessed by flow cytometry. A
representative example of IFN-y and IL-17 detection by flow cytometry is shown in

Supplementary figure S2A.

Effect of caffeine on IFN-y production in vitro

Our analysis shows that addition of caffeine at a concentration of 0.4 mM has no influence on
IFN-y expression in Th1 cells from healthy individuals while IFN-y is significantly increased by
caffeine at a concentration of 4.0 mM (Figure 1A). Interestingly, a caffeine concentration of 0.4
mM is sufficient to increase IFN-y production in Th1 cells from RA patients (median = 2.52
[IQR: 2.13 - 4.00] compared to 1.58 [IQR: 1.03 - 2.86] in the mock control group) (p = 0.035)
(Figure 1B, Supplementary figure 2B,C). In contrast to IFN-y, the production of IL-17 is not
enhanced by caffeine in CD4+ T cells from RA patients (Figure 1C, Supplementary figure
S2D). Moreover, caffeine has no influence on the frequency of IL-17*IFN-y* Th17.1 cells
(Supplementary figure S2E). In our experiments, the frequency of Th17 cells was very low
(0.01 - 0.24 %) in healthy controls in the absence of Th17 skewing cytokines and IL-17
production was not increased by caffeine (data not shown as almost no expression of IL-17
was detected with or without caffeine). A bias due to medical treatment resulting in altered
cytokine production could be excluded as the treatment of the patients has no influence on
caffeine-induced IFN-y production (Supplementary figure S2F). Th1 cells from untreated

patients do not respond differently to caffeine than Th1 cells from patients treated with

6
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DMARDSs. Moreover, caffeine has no influence on the viability of CD4* T cells (Supplementary
figure S2G). Lower concentrations of caffeine (0.1 mM or 0.2 mM) are not sufficient to increase
IFN-y levels (Supplementary figure S2H). Interestingly, caffeine does not modulate IFN-y

production in CD8* T cells (Supplementary figure S3A,B).

Link between ex vivo levels of adenosine receptor A2a expression and sensitivity of

Th1 cells to caffeine

In a next step, we aimed to reveal the mechanistic pathway which is responsible for caffeine-
induced IFN-y production. Caffeine binds to the adenosine receptor A2a, thereby preventing
adenosine from activating the receptor (11). We therefore analyzed the expression levels of
A2a on ex vivo CD4* T cells from RA patients and healthy controls (Supplementary figure
S3C,D). Interestingly, adenosine receptor A2a is significantly higher expressed on CD4* T cells
from RA patients as compared to healthy controls (6.6 +0.5vs. 0.7 + 0.2 %; p =0.0002) (Figure

2A).

To verify if altered A2a expression is responsible for higher sensitivity to caffeine, we
incubated CD4* T cells from RA patients with adenosine, which is a competitive inhibitor of
caffeine. We found that addition of adenosine completely inhibits the effect of caffeine on INF-
v, thereby suggesting that binding of caffeine to adenosine receptor A2a is responsible for

caffeine-induced INF-y production (2.3 + 0.3% vs. 5.0 + 0.3; p = 0.02) (Figure 2B).
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Discussion

Caffeine is a non-selective antagonists of adenosine receptors A1, A2a, A3, and A2b, with the
highest affinity to A2a (11). Most biological effects of caffeine are mediated via blockade of
these receptors (11). Moreover, activation of the adenosine receptor A2a by adenosine has
been shown to promote cAMP-mediated inhibition of IFN-y transcription in Th1 cells (Figure 3)
(12). Here we show that blockade of this negative feed-back loop by caffeine increases IFN-y
production in Th1 cells from RA patients. Significantly lower concentrations of caffeine are
sufficient to promote IFN-y production in Th1 cells from RA patients as compared to healthy
individuals. Our findings are in line with previous studies reporting that inhibition of A2a by
caffeine increases IFN-y production in mouse models of tuberculosis and cancer (8, 9).
Importantly, caffeine has also been shown to reduce immunosuppressive effects of
methotrexate by competing with adenosine (13). Abstinence from caffeine has been suggested

as a possible strategy to improve the efficiency of methotrexate treatment in RA (13).

Smoking is an important environmental risk factor for RA development and progression.
In our study, information about the smoking status of the patients was not available. The impact
of smoking on caffeine-driven IFN-y production remains therefore unknown. Our experiments
show that high concentrations of caffeine are required for the induction of IFN-y. Although
coffee consumption will not lead to systemic caffeine concentrations of = 0.4 mM, a recent
report provides evidence that these high concentrations can be reached locally by passive
diffusion of caffeine through biological barriers (14). The mucosal tissue of the gut represents
an important interface between microbiota and the immune system. The microbiota of RA
patients is significantly altered and contains molecular mimicry of human antigens related to
RA (15). The mucosal tissue of the gut, along with the mucosal tissue of the lung, is therefore
considered to be a possible origin of autoimmune reactive CD4* T cells in RA (15). Gut-derived
autoimmune T cells can circulate in the body and accumulate in inflamed joints. High caffeine

concentrations may therefore facilitate the differentiation of mucosal CD4* T cells into
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autoimmune Th1 cells and increase IFN-y production, thereby promoting systemic

inflammation in RA.

Importantly, the adenosine receptor A2a is upregulated by activation of CD4* T cells
(16). A higher activation status of autoimmune CD4* T cells could be responsible for elevated
A2a expression in RA patients. Moreover, it has been shown that TCR-induced IFN-y
production can be inhibited by adenosine analogs (16). To the best of our knowledge, this is
the first report of caffeine-induced IFN-y production by CD4* T cells from patients with

rheumatoid arthritis.
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Conclusion

Caffeine promotes in vitro IFN-y production in Th1 cells from RA patients by inhibiting the
adenosine receptor A2a. Moreover, the sensitivity of Th1 cells from RA patients to caffeine is
significantly higher as compared to Th1 cells from healthy individuals. Our data support the
assumption that excessive caffeine consumption could contribute to T cell activation and

inflammation in RA.
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Figure legends

Figure 1. Caffeine increase IFN-y production in vitro. (A) Percentage of IFN-y positive cells
among CD4* T cells from healthy controls cultured with 0.4 mM or 4.0 mM caffeine or mock
control (n= 14). (B) Percentage of IFN-y positive cells among CD4* T cells from RA patients
cultured with 0.4 mM or 4.0 mM caffeine or mock control (n=21). (C) IL-17 expression in CD4*
T cells from RA patients cultured with 0.4 mM or 4.0 mM caffeine (n=18). IFN-y and IL-17 were
detected by flow cytometry. Significance was calculated using non-parametric Mann-Whitney
test; *p<0.05, **p<0.001. Additional results obtained from experiments including more patient

samples are presented in Supplementary figure S2.

Figure 2.: Ex vivo levels of adenosine receptor A2a. (A) Percentage of A2a positive cells
among CD4* T cells from healthy controls (HC) and RA patients (HC: n= 9; RA: n =14).
Significance was calculated using students t-test and medians with interquartile ranges are
shown. (B) Inhibition of caffeine-induced IFN-y production by adenosine. Significance was

calculated by non-parametric Mann-Whitney test; *p<0.05, ****p<0.0005.

Figure 3. Schematic view of the link between caffeine, IFN-y and adenosine receptor
A2a. TCR activation promotes IFN-y transcription (labeled in the figure as [1]) and upregulates
CD73 [2], thereby increasing adenosine concentration in the supematant [3] (16). In addition,
TCR activation induces A2a expression [4] (16). As a consequence, binding of adenosine to
A2a inhibits IFN-y transcription [5] (16). Competitive blocking of A2a by caffeine prevents A2a

pathway activation and interrupts the negative feed-back loop [6] (8, 9).
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Supporting information

Supplementary Table S1: Demographic characteristics.

Supplementary Figure S1: Purity of cell preparation and viability of cells. (A) Flow
cytometry analysis of cell viability and doublet discrimination. A representative example of
CD4* T cell analysis after 48 hours of cell culture is shown. (B) Purity of CD4* and CD8* T cell

populations.

Supplementary Figure S2: Influence of caffeine on IFN-y and IL-17 production in CD4* T
cells from RA patients. (A) Representative example of flow cytometry analysis of IFN-y and
IL-17 expression in CD4* T cells cultured in vitro with 0.4 mM caffeine (w/o, cell culture without
supplements; H>O, cell culture with H,O as a control for caffeine; caffeine, cell culture with 0.4
mM caffeine). (B) Percentage of IFN-y positive cells among CD4* T cells from RA patients
cultured with 0.4 mM (n=40) or (C) 4.0 mM (n=25) caffeine or with mock control (H.0). (D) IL-
17 expression in CD4* T cells from RA patients cultured with 0.4 mM caffeine (n=40). (E)
Frequency of IFN-y and IL-17 double positive Th17.1 cells. (F) Influence of previous treatment
on caffeine-induced IFN-y production. The analyzed blood samples were obtained from
patients who were untreated or treated with conventional DMARDSs, biological DMARDs or
targeted synthetic DMARDSs. No significant influence of treatment on IFN-y was observed. (G)
The cell viability is not affected by caffeine. CD4* T cells were cultured for 48 hours as
described previously in the presence of plate-bound anti-CD3 (5 ng/ml) and soluble anti-CD28
(1 ng/ml) antibodies. After 48 hours, cell viability was assessed by flow cytometry using Live-
Dead staining. Fold change in viability compared to negative control is shown. (H) CD4* T cells
from RA patients were cultured as described above in the presence of different caffeine

concentrations. No increase in IFN-y production is observed at concentrations below 0.4 mM.
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Supplementary Figure S3: Caffeine has no influence on IFN-y in CD8* T cells. (A)
Representative example showing IFN-y production in CD8* T cells from RA patients in the

presence of caffeine. (B) Summary of results obtained from experiments with CD8* T cells.

Supplementary Figure S4: A2a expression on CD4* T cells. Representative examples of
ex vivo flow cytometry analysis of A2a receptor expression are shown. (A) A2a expression on

CD4* T cells from healthy individuals. (B) A2a expression on CD4* T cells from RA patients.
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4, Diskussion

Die Pathogenese der RA bleibt trotz neuer Forschungsmethoden weiterhin unvollstandig
verstanden.® Vor allem Umwelteinflisse wie Erndhrungsgewohnheiten stehen dabei in
Wechselwirkung mit genetischer Pradisposition, sodass ein heterogenes Netz aus sich
gegenseitig beeinflussenden Faktoren entsteht.® Kaffee stellt eines der weltweit am haufigsten
konsumierten Getranken dar mit Koffein als einem Hauptbestandteil.”

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Koffein auf CD4+ Th-Zellen von RA-Patienten
untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass Koffein die IFN-y Produktion in Th1-Zellen
von RA-Patienten erhéht und dies Uber die Inhibition des A2A-AR bewirkt.

4.1. Limitationen und Starken der Arbeit

Eine der Starken dieser Arbeit ist, dass sie meines Wissens eine der ersten Studien ist,
die die Wirkung von Koffein auf Th1- und Th17-Zellen von RA-Patienten und deren
Zytokinproduktion in vitro untersucht hat. Durch das Screening der Patienten vor der
Blutentnahme konnte auRerdem sichergestellt werden, dass nur Patienten in die Studie
eingeschlossen wurden, die die diagnostischen Kriterien nach EULAR-Kriterien 2010 erfillen.
Angemerkt sei hier, dass die Ergebnisse mdglicherweise dadurch eingeschrankt werden, dass
in die gesunde Kontrollgruppe auch Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen
eingeschlossen wurden wie z.B. SLE-Patienten. Gleichzeitig 1asst sich dadurch sicherstellen,
dass die beobachteten Effekte RA-spezifisch sind und nicht generalisiert bei
Autoimmunerkrankungen zu werten sein sollten.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass reines Koffein verwendet wurde und somit eine
mogliche Beeinflussung durch weitere Inhaltsstoffe ausgeschlossen werden kann, wie es der
Fall gewesen ware, wenn statt Koffein konventionell zubereiteter Kaffee benutzt worden ware.
Gerade im Vergleich zur aktuellen Literatur ist dies ein grof3er Vorteil, da die bisherigen Studien
zumeist den Kaffee- und nicht spezifisch den Koffeinkonsum untersucht haben. Auch wenn
explizit auf Koffeinkonsum gefiltert wurde, koénnen Wechselwirkungen mit anderen
molekularen Bestandteilen von Kaffee nicht sicher ausgeschlossen werden.

Ein Nachteil ist die Verwendung von teils unphysiologisch hohen Koffeindosen von 400 uM
und 4000 uM. Physiologisch wird eine Plasmakonzentration von Koffein von 1-10 yM/Tasse
erreicht.”® Konzentrationen in dieser Hohe konnten jedoch physiologisch im Darmlumen
erreicht werden, wenn davon ausgegangen wird, dass eine Tasse Kaffee von 250 ml einer
Koffeinkonzentration von 75-100 mg entspricht.”6:10°

Ein weiterer Schwachpunkt ist die Verwendung von H;O als Lésungsmittel fur Koffein. H.O
gilt generell als zytotoxisch. Um eine vermehrte Zytotoxizitat von den Proben mit Koffein

auszuschlieBen, wurde zum einen die Kontrolle mit H>O angesetzt und zum anderen
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Uberlebensraten mittels Durchflusszytometrie bestimmt, ohne einen signifikanten Unterschied
festzustellen.

Fraglich bleibt weiterhin die Ubertragbarkeit von einem in vitro Experiment in den
Menschen. In dieser Studie wurde einzig Koffein untersucht. Somit I&sst sich nicht endgultig
festhalten, ob Kaffeekonsum an sich einen gesundheitsschadlichen Effekt fir RA-Patienten
haben konnte, da Kaffee aus einer Vielzahl von sich mdglicherweise gegenseitig
beeinflussenden Substanzen besteht und diese weiterhin abhangig von der Zubereitungsart
sind."? Dies kénnte jedoch einen Ansatzpunkt fiir die sich teils widersprechenden Ergebnisse

in der Literatur liefern.

4.2. Einordnung der Ergebnisse dieser Dissertation in den aktuellen
Forschungsstand zum Einfluss von Koffein auf die RA

Insgesamt ist das aktuelle Wissen beziglich des Einflusses von Koffein auf die
Pathogenese der RA limitiert. Es wurden bisher einige Studien durchgefiihrt, in denen der
Zusammenhang zwischen Kaffeekonsum in Tassen pro Tag und dem Einfluss auf die RA
untersucht wurde.646567.68.102-106111  jedoch wurde nicht in allen Studien zwischen
koffeinhaltigem und entkoffeiniertem Kaffee unterschieden. Weiterhin unterscheiden sich die
Studien durch ihre Einschlusskriterien, insbesondere dadurch, dass ein Teil der Studien vor
2010 erschienen ist und somit bevor die neuen EULAR-Kriterien veroffentlicht wurden.54/6567.102
In mehreren Studien konnte eine positive Assoziation zwischen hohen Koffeindosen (> 4
Tassen/d) und der RA beobachtet werden,5®6”""" wahrend in anderen Studien keine
signifikante Korrelation bestand.®®1%2-1% |m Review-Artikel von Asoudeh et al. werden diese
Studien miteinander verglichen und das Fazit gezogen, dass eine Assoziation zwischen Kaffee
und RA besteht, jedoch keine Assoziation zwischen Koffeinkonsum und einem erhéhten Risiko

fur die Entwicklung von RA.'%7
Uber die Effekte von Koffein auf zelluléarer Ebene und insbesondere auf die Treiber der

Pathogenese der RA wie Th1-Zellen ist bisher weiterhin wenig bekannt.

4.2.1. Bedeutung fur Forschung und klinische Relevanz

(1) Koffeinwirkung: zu erwartende Effekte

In anderen chronisch-entzindlichen Erkrankungen wie CED konnte bereits eine inverse
Korrelation zwischen der Krankheitsschwere und Kaffeekonsum beobachtet werden.'® Koffein
gilt insgesamt als anti-inflammatorische Substanz, die die Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen von Th1-Zellen unterdriicken kann.**% Diese Effekte konnten auf
die Funktion von Koffein als cAMP-PDE-Hemmer zurlickgefihrt werden. Aktivierung der
cAMP-PDE bewirkt physiologisch eine Bahnung von pro-inflammatorisch wirksamen
Zytokinen Uber eine Verminderung der intrazellularen cAMP-Konzentration.®® Unter anderem

konnte eine erhohte Aktivitat der PDE in PBMCs durch IFN-y und Lipopolysaccharide (LPS)
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beobachtet werden, wahrend anti-inflammatorische Zytokine wie IL-4 und IL-10 die
Enzymaktivitat verringern.®® In Lymphozyten wird die Aktivierung der cAMP-PDE durch TZR-
Bindung, Phytohamagglutinin (PHA) und Concanavalin A (Con A) bewirkt.®® Somit ware fiir
Koffein als PDE-Inhibitor ein anti-inflammatorischer Effekt zu erwarten.

Eine Hemmung der cAMP-PDE bewirkt Uber die Inhibition von TNF-a- und IFN-y-Produktion
in Makrophagen bzw. Th1-Zellen die Differenzierung und Aktivierung von Th-Zellen in
Richtung eines pro-inflammatorischen Phanotyps.*?

In unserer Studie konnte im Gegensatz dazu jedoch eine erhdhte Produktion des pro-
inflammatorischen IFN-y beobachtet werden. Dies widerspricht der allgemeinen Auffassung
bezuglich der anti-inflammatorischen Wirkung von Koffein.

Adenosin als ubiquitar im menschlichen Kérper vorkommende Substanz gilt jedoch ebenfalls
als anti-inflammatorisch.348% Koffein ist ein bekannter Adenosin-Antagonist,®® wodurch eine
mdgliche pro-inflammatorische Wirkungskomponente von Koffein in Betracht gezogen werden
sollte. Adenosin verhindert unter anderem die Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten
sowie die klassische Aktivierung und Zytokinproduktion in Makrophagen und die T-
Zellaktivierung.8688 So konnte in vitro nachgewiesen werden, dass durch Adenosin die
Produktion von TNF-a und IFN-y in PBMCs reduziert wird, was eine Differenzierung zu Th1-
Zellen eher verhindert. Dieser Effekt lieR sich durch Koffein umkehren.®92 Dies ist in
Ubereinstimmung mit der in dieser Studie beobachteten erhéhten, A2A-AR vermittelten IFN-y
Produktion in Th1-Zellen.

Dass der A2A-AR wichtig fur die Immunmodulation zu sein scheint, konnte in A2A-AR
knockout Mausen nachgewiesen werden. Hier wurden eine erhdhte pro-inflammatorische
Zytokinproduktion (IL-1, IL-6 und TNF-a) und dementsprechend schwerere Krankheitsverlaufe
beobachtet.”®# Somit konnte durch die vorliegende Studie postuliert werden, dass Koffein als
Antagonist an diesem Rezeptor einen dhnlichen Einfluss hat wie ein Mangel des Rezeptors.

Weiterhin wichtig erscheint die Tatsache, dass es bei chronisch-entziindlichen Vorgangen
zu einer Depletion von Adenosin und einer reaktiven Hochregulation der A2A-AR Expression
kommt. Zum einen fallen dadurch die anti-inflammatorischen Effekte von Adenosin weg,
wodurch es zu einem sich selbst verstarkenden Entziindungskreislauf kommen kann.® Zum
anderen konnte die reaktive Hochregulation des A2A-AR® ein moglicher Erklarungsansatz
daflr sein, weshalb die IFN-y Produktion in Th1-Zellen in der aktuellen Studie signifikant hoher
war als in der gesunden Kontrollgruppe. Eine erhéhte Rezeptordichte erleichtert die Bindung
von Koffein an die Th1-Zellen und kénnte somit das Wirkungsausmalf} verstarken.

Hier sei aulierdem angemerkt, dass die beobachteten anti-inflammatorischen Effekte von
Koffein in Studien beobachtet wurden, bei denen unphysiologisch hohe Dosen von Koffein
eingesetzt wurden.%%" Es bleibt somit fraglich, ob die beobachteten Effekte sich eins-zu-eins

auf die physiologische Wirkung von Koffein Ubertragen lassen.
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(2) Rolle des Mikrobioms

Ein weiterer moglicher Ansatzpunkt fur die Wirkungsvermittlung von Koffein auf
Immunzellen kénnte der menschliche Gastrointestnaltrakt (Gl-Trakt) und das dort angesiedelte
menschliche Mikrobiom spielen. In den letzten Jahren ist die Bewusstheit Uber die Rolle, die
die kommensalen Mirkobiota fiir die allgemeine Gesundheit spielen, deutlich gewachsen.
114

Das menschliche Mikrobiom ist nach Joshua Lederberg definiert als eine &kologische
Gemeinschaft von kommensalen, symbiotischen und pathogenen Mikroorganismen, die sich
den Korperraum teilen.'®

Bei Erwachsenen gehoéren die Mikrobiota typischerweise der Gattung der Firmicutes und
Bacteroidetes''>""” sowie anteilsmassig geringer der Actinobacteria''®, Fusobacteria und
Proteobacteria an.''2113.115119.120 {hie Zysammensetzung des Mikrobioms bzw. der Mikrobiota
wandelt sich wahrend der gesamten Lebensspanne eines Menschen abhangig von
Geographie, eingenommenen Medikamenten und Ernahrungsgewohnheiten, '14-116.118.121

Die Funktion der enteralen Mikrobiota ist die Aufrechterhaltung von Gesundheit durch
Produktion von anti-inflammatorischen Metaboliten wie beispielsweise Short Chain Fatty Acids
(SCFA),'?2 die Stabilisation der Barrierefunktion des Darmepithels, die Produktion von
essentiellen Vitaminen und Aminosauren'®'"® und die Entwicklung des Immunsystems.'2113
Die Bacteroides Spezies (spp.), zugehorig zur Gattung der Bacteroidetes, ist dabei ein
wichtiger Spieler mit einer vermehrten Pravalenz in westlichen Landern.'™® lhr Vorkommen
wird durch eine omnivore ballaststoffreiche und proteinreiche Ernahrung gefordert.'® Die
Bacteroides spp. und insbesondere Bacteroides fragilis beférdern durch Polyssaccharid A
(PSA) -Produktion die CD4+ T-Zelldifferenzierung in Richtung eines anti-inflammatorischen
Phéanotyps mit IL-10 Produktion.'812

Weitere wichtige Vertreter in der westlichen Welt sind die den Actinobacteria angehdrige
Bifidobacterium spp.’® und die den Firmicutes zugehorige Lactobacillus spp., die als
probiotisch gelten.'?® Die Firmicutesanzahl scheint durch eine ballaststoffreiche Erndhrung
geférdert zu werden,'?® wodurch gesundheitsférderliche Wirkungen vermittelt werden. 26127

Fir eine gute enterale Gesundheit und somit ein gesundes Immunsystem ist die Balance
zwischen symbiontischen und pathobiontischen Organismen entscheiden. Gerat diese aus
dem Gleichgewicht, spricht man von einer Dysbiose mit veranderter Immunfunktion. 2116

Das enterale Mikrobiom kommuniziert und beeinflusst das lymphatische Gewebe in der
Darmwand'"1® unter anderem durch die Produktion von SCFA. Diese kdnnen beispielsweise
die IL-10 Produktion und Sekretion in DCs steigern, was wiederum eine Differenzierung von
Th-Zellen Richtung Treg-Zellen und somit anti-inflammatorische Effekte befordert.?

Eine westliche Diat und die damit vergesellschaftete Zusammensetzung der Mikrobiota ist

im Vergleich zur afrikanischen Population mit einem vermehrtem Auftreten von DM,

56



kolorektalem Karzinom und Herzerkrankungen assoziiert.''*'2¢ Durch eine westliche Diat wird
die enterale Barrierefunktion gestort,''® wahrend eine ballaststoffreiche Ernahrung insgesamt
als gesundheitsférderlich gilt.'?® Weiterhin wurde eine ballaststoffarme Erndhrung mit
erhéhtem Risiko fur Brust- und Prostatakrebs assoziiert. Eine Hypothese fur die Verbindung
zwischen dem GI-Trakt und diesen entfernten Manifestationsorten ist die Annahme, dass
durch ein Fehlen von SCFA entziindliche Prozesse in der Darmmukosa angestofien werden,
was widerum entweder zu einer Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen im Darm fiihrt
oder diese aktivierten pro-inflammatorischen Zellen selbst in die entfernten Organe wandern

kénnen.2

(a) Das Mikrobiom und Koffein

Der Gl-Trakt stellt die erste Kontaktflache von Kaffee und Koffein zum Korper dar.''° Kaffee
wird unter anderem durch Kolonmikrobiota verstoffwechselt. Aufgrund der Komplexitat der
molekularen Bestandteilen von Kaffee wird wenig davon im Dinndarm resorbiert und muss
somit im Kolon metabolisiert werden.'® Die physiologische Wirkung von Kaffee auf den Gl-
Trakt umfasst unter anderem eine Erhéhung der Speichelproduktion, der Sekretion von
Gastrin, Hydrochlorsdure und Pancreasenzymen und eine vermehrte Kolonmotilitat.'?° Auch
konnte ein vermindertes Risiko fur das Auftreten von bestimmten Karzinomen beobachtet
werden darunter das Colon-,"%%0 Prostata- und Leberkarzinom,''® wéahrend eine verminderte
Mikrobiodiversitat mit unglinstigeren Verlaufen bei Kolonkarzinom und CED assoziiert ist."®°

Insgesamt ist die Studienlage beziglich des Zusammenhangs zwischen Koffein und den
humanen Mikrobiota begrenzt mit teils widerspriichlichen Ergebnissen. '3

Im Mausmodell wurde beobachtet, dass eine verminderte Mikrobiomdiversitat ausgeldst
durch eine High Fat Diat durch Koffein reversibel ist.'3" Dabei verminderte Koffein unter
anderem die Anzahl von Bacteroidetes und Lactobacillus und erhdhte die Anzahl an
Desulfovibrio, Faecalibaculum und Bifidobacterium.™' Ein dhnliches Ergebnis erzielte auch die
Gruppe um Zhu et al., die in ihrer Arbeit eine erhohte Firmicutes-Bacteroidetes-Ratio
beschreiben.’2 Dai et al. konnten eine erhohte Diversitat bei erhdhtem Koffeinkonsum (= 3
Tassen Kaffee/d) nachweisen mit vermehrtem Vorkommen von Prevotella und
Faecalibacterium. '

Ein vermehrtes Vorkommen der Bifidobacterium spp., der Prevotella spp. und der
Firmicutes spp. konnte auch in weiteren Studien beobachtet werden.'3® Beispielsweise konnte
eine vermehrte Anzahl der Bifidobacterium spp. sowohl im Mausmodell als auch im Menschen
nachgewiesen werden.'%'33 Durch regelmassigen Kaffeekonsum tber drei Wochen erhohte
sich die Anzahl der Bifidobacterium spp.'® Bifidobacteria beférdern primar anti-
inflammatorische Prozesse™® und wirken probiotisch durch die Produktion von SCFA.'3

Dieser Effekt sei jedoch priméar den Polyphenolen™? und nicht Koffein'?%133 zuzuschreiben.
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Im Gegensatz dazu war eine Abnahme des dem Firmicutesstamm zugehorigen
Erysipelatoclostridium zu beobachten.’ Das Erysipelactoclostridium ist assoziiert mit
Adipositas, der Immunantwort und Inflammation,’® sodass ein vermindertes Vorkommen
assoziiert sein kdnnte mit anti-inflammatorischen Effekten.

Wahrend Kaffee und Koffein also teilweise ein vermehrtes Vorkommen von bestimmten
Bakterienstammen befordert, kann es auf der anderen Seite die Haufigkeit von anderen
Baktieren vermindern. Wie oben bereits erwahnt konnte eine erhdhte Ratio von Firmicutes zu
Bacteroidetes beobachtet werden.' In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung stehen die
Ergebnisse von weiteren Studien, in denen ein vermindertes Vorkommen von Bacteroidetes
unter dem Einfluss von Kaffee beschrieben wurde.'®'3" SFB waren ebenfalls vermindert.'®*

Gemischte Ergebnisse konnten fiir die Haufigkeit der Lactobacillus spp. beobachtet
werden. So wurde durch Kaffee und teilweise expliziert durch Koffein ein vermehrtes
Vorkommen befordert.''%12%134 |m Gegensatz dazu beschreiben mehrere Arbeitsgruppen ein
reduziertes Vorkommen dieser Spezies. 19131135

Ebenfalls gemischte Resultate liefern die Untersuchungen fur Desulfovibrio, die
Enterococcus spp. und Bacteroides, mit teils Vermehrung'?®131.133.136 ynd teils Verminderung
dieser Mikrobiota.'%134137  Anzumerken sei hier, dass in der Studie von Gao et al.
koffeinhaltiger Pu-erh Tee und nicht Kaffee verwendet wurde. Somit scheinen die
beobachteten Effekte nicht spezifisch fir Koffein zu sein,'* sondern moglicherweise eher
durch ein Zusammenspiel von verschiedenen Substanzen bewirkt zu werden.

Ein weiterer moglicher Erklarungsansatz von den anti-inflammatorischen Effekten von
Kaffee konnte die erhdhte Produktion von SCFA sein. Zu den durch Bakterien im Rahmen der
Fermentierung im proximalen Kolon produzierten SCFA'?? zahlen Acetat, Butyrat und
Propionat.'®'% Sje spielen eine entscheidende Rolle in der Vermittlung der
gesundheitsforderlichen Wirkung von Balaststoffen''? und dienen als Botenstoff zwischen dem
intestinalen Mikrobiom und dem Immunsystem.''®'3¢ Sie tragen nicht nur im Gl-Trakt zur
Immunhomeostase bei sondern auch in der Lunge und den Nieren.'3®

Dabei wird Acetat von fast allen enteralen Mikrobiota produziert, wahrend die Produktion
von Butyrat hauptsachlich durch Firmicutes und die Produktion von Propionat durch
Bacteroidetes erfolgt."®'2® Butyrat vermittelt vor allem anti-inflammatorische und anti-
onkogene Effekte.''®123 Unter anderem ist es dazu in der Lage, die pro-inflammatorische
Produktion von TNF-a und IL-12 zu suppremieren und die Barrierefunktion von Kolonozyten

zu starken.'??

(b) Das Mikrobiom und RA
Umweltfaktoren spielen in der Pathogenese der RA eine wichtige Rolle. Mit
Zigarettenkonsum als wichtigem beeinflussbaren Risikofaktor ist anzunehmen, dass innere
Korperoberflachen und Epithelien als Kontaktflache zur AuRenwelt zur Pathogenese beitragen
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konnen."™® In praklinischen Stadien der RA konnten erhdhte Level von IgA-ACPA-AK
beobachtet, was Hinweis auf eine Beteiligung des mucosalen Immunsystems ist."16.140

Dadurch stellt sich automatisch die Frage, welche Rolle nicht nur die pulmonalen Barrieren
spielen, sondern auch welchen Einfluss der Gl-Trakt und die Mirkobiota auf das mucosale
Immunsystem in der Pathogenese und dem Krankheitsverlauf der RA hat.

Chronische Erkrankungen sind haufig mit einer Dysbiose und Inflammation assoziiert'?®
darunter unter anderem T1DM, SLE und CED."'?® Postprandial kommt es bereits physiologisch
zu Entzindungsvorgangen. Die Zusammensetzung der Nahrstoffe hat dabei einen direkten
Einfluss auf das Ausmal dieser postprandialen Entziindung. Fermentierte Nahrung'?® und
Lebensmittel mit einem niedrigen glymkamischen Index bewirken eine CRP, IL-6 und TNF-a
Absenkung, wahrend eine fetthaltige Ernahrung mit erhdhten IL-1, CRP und TNF-a Werten
einhergeht."”13* Fermentierte Nahrung erhoht aulRerdem die Mikrobiomdiversitat.'?8

Ein Beispiel daflr, dass Immunzellen aus dem GI-Trakt einen systemischen Effekt bei
Autoimmunerkrankungn haben kdnnen, liefert die autoimmune entzindliche Kardiomyopathie,
bei der im Darm aktivierte Immunzellen ins Herz wandern.'"® Ein weiterer Hinweis auf die
systemischen Auswirkungen von urspringlich im Darm beginnenden entzindlichen
Prozessen zeigte sich in gesunden Kontrollobjekten, bei denen in PBMCs Fragmente von
Darmbakterien gefunden wurden.'*! In RA-Patienten konnten diese Fragmente zum Teil auch
in der Synovia nachgewiesen werden.'#!

Dass eine veranderte Mikrobiotazusammensetzung in RA-Patienten vorhanden ist, wird
sowohl murin als auch im Menschen bestatigt.’’>117.141-145 Diese ist unter anderem
gekennzeichnet durch ein vermehrtes Vorkommen von Prevotella copri (P. copri)'7:140.143,144
und der Lactobacillus spp.''6:142-144 Gleichzeitig zeigt ein Grossteil der vorliegenden Literatur
eine Verminderung der Bacteroides spp.'%117.140.143.144 gowie der Bifidobacterium spp.''7:143

Die Gruppe um Yu et al. untersuchte das fakale Mikrobiom von RA-Patienten und konnte
dort ein erhohtes Vorkommen von Bacteroidetes und Proteobacteria feststellen, wahrend das
Verhaltnis von Firmicutes zu Actinobacteria in der gesunden Kontrollgruppe deutlich héher
war.'? Durch die verminderte Ratio von Firmicutes zu Bacteroidetes werden pro-
inflammatorische Auswikrungen angenommen™? unter anderem durch eine verminderte

Differenzierung von CD4+ T-Zellen in Richtung des Tg-Subtyps.

(i) P.copriin RA

P. copri ist vor allem bei Patienten im Frihstadium (new-onset RA, NORA) mit einer
Dysbiose'® und einer erhohten Krankheitsaktivitat assoziiert.'! AuRerdem besteht eine
Assoziation mit einer verminderten Bacteroides-Anzahl.'' In Mausmodellen konnte
nachgewiesen werden, dass P. copri Arthritis auslésen kann.'® Der Pathomechanismus
zwischen der Vermehrung von P. copri und der RA bleiben weiterhin unvollstandig verstanden.
Maogliche Erklarungsansatze bieten die Beobachtung von erhdéhten Th17-Zellraten und in vitro
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vermehrter IFN-y-Produktion ausgel6st durch ein Peptid des 27-kDa P. copri Proteins, das im
Synovialgewebe und in PBMCs von RA-Patienten nachgewiesen werden konnte. %6

Das CIA-Mausmodell von Jiang et al. postuliert interessanterweise, dass eine Dysbiose
mit vermehrtem Vorkommen von P. copri in Kombination mit einer ballaststoffreichen
Ernahrung zu einer Aggravierung der Erkrankung fiihrt."” Interessant ist dies insofern, als
dass eine ballaststoffreiche Ernahrung allgemein als gesundheitsférderlich gilt.”*® Insgesamt
gilt die Prevotella spp. in westlichen Populationen im Vergleich zu afrikanischen
Vergleichsgruppen als unterreprasentiert und ist mit einer vegetarischen Erndhrung
assoziiert.™® Flr einige Prevotella Stamme konnten anti-inflammatorische Effekte
nachgewiesen werden mit einer Verbesserung der arthritischen Beschwerden.’® Eine
Erklarung fur diese Diskrepanz kénnte die Studie von Nii et al. liefern. Die Gruppe konnte eine
spezifische Genomsequenz in P. copri aus Stuhlproben von RA-Patienten nachweisen, die in
der gesunden Kontrollgruppe nicht vorhanden war und die im Mausmodell RA hervorrufen
konnte. Daraus leiten sie die Hypothese ab, dass nicht P. copri per se fir die RA verantwortlich
sei sondern der von ihnen nachgewiesene, mdglicherweise pathogene Stamm.™° Somit

konnte der Effekt von P. copri auch Diat-abhangig sein.'#®

(i) Segementierte Fadenbakterien (SFB) in RA
Ein weiterer wichtiger Vertreter des Mikrobioms bei RA-Patienten kénnten SFB
sein. 115121149150 SEB gelten als immunstimulatorisch,’#®'° indem sie unter anderem die
Differenzierung von verschiedenen Th-Subtypen beeinflussen darunter Th1-, Th17- und Treg-
Zellen.'? AulRerdem fordern sie die mucosale IgA-Produktion.'?
Im Mausmodell konnte eine durch SFB ausgeldste Induktion von Th17-Zellen

Autoimmunarthritis  hervorrufen.?’

Eine Differenzierung in Richtung des pro-
inflammatorischen Th17-Subtyps konnte auch in der Studie von Attur et al. beobachtet
werden.'”® Diese findet v.a. im Dinndarm statt.91%0 Weiterhin scheinen sie die IFN-y-
Transkripte hochzuregulieren, wodurch Bedingungen geférdert werden, die eine
Differenzierung Richtung Th1-Subtyp bahnen.'°

Weiterhin konnte in der Studie von Teng et al. eine Stimulation von Tfh-Zellen durch SFB
beobachtet werden. Diese Zellen sind widerum an der Induktion von Autoimmunarthritis im
Mausmodell beteiligt."’

Somit lasst sich insgesamt annehmen, dass verschiedene Mikrobiota unterschiedliche
Effekte auf die Pathogenese und den Krankheitsverlauf der RA haben und diese weiterhin
abhangig von den Ernahrungsgewohnheiten sind. Unter der Einnahme von Probiotika wie
beispielsweise Bifidobacterium bifidum'® konnte eine Verbesserung von RA-Symptomatik'#!
und ein Absinken von Entziindungsparametern wie CRP, TNF-a und IL-6 beobachtet werden.

Ebenfalls als symptomlindernd gilt eine mediterrane Diat. Bei RA-Patienten, die eine
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mediterrane Diat fir drei Monate befolgten, konnte eine Regeneration der gestorten

Mikrobiotadiversitat beobachtet werden.'"”

(c) Das Mikrobiom, RA und Koffein

Bei eingeschrankter Literatur kann aktuell nur anhand der Studien, die sich mit einem
Zusammenhang zwischen Koffein und dem Mikrobiom und Studien, die sich mit dem
Zusammenhang von RA und dem Mikrobiom auseinandersetzen, Gber mdgliche Interaktionen
dieser drei komplexen Systeme gemutmalt werden.

Koffein hat zum Teil ahnliche Auswirkungen auf das Mikrobiom wie sie auch bei der RA
vorhanden sind. Beispielsweise konnte ein erhéhtes Vorkommen der Lactobacillus spp.
sowohl in RA-Patienten''®'43 als auch durch Koffeineinfluss'?® beobachtet werden, was
annehmen lasst, dass Koffeinkonsum bei RA-Patienten synergistisch auf die Lactobacillus
spp. und den ihr zugeschriebenen probiotischen Effekten im Diinndarm wirken kénnte.'?° Dies
ist ebenfalls im Einklang mit der Beobachtung, dass der Firmicutes Stamm in den meisten
Studien durch Koffein vermehrt ist,’32'3 was ebenfalls anti-inflammatorische Effekte
annehmen lasst unter anderem durch Inhibition von IFN-y und IL-12 Sekretion durch
Firmicutes.'?® Dadurch konnte man annehmen, dass die Th1-Antwort bei RA-Patienten
unterdruckt und die Krankheitsentstehung vermindert wird.

Sowohl fur Kaffee und Koffein als auch bei der RA konnten widersprichliche Ergebnisse
hinsichtlich der Anzahl von Bacteroides spp. verzeichnet werden.%12%141 Dg f{ir sich schon
uneindeutige Ergebnisse vorliegen, bleiben mogliche Wechselwirkungen zwischen den beiden
Variablen Gegenstand zukunftiger Forschungsarbeiten.

Gegenlaufige Ergebnisse liegen flir das Vorkommen von Bifidobacteria vor. Wahrend
diese als probiotisch geltende Spezies durch Kaffeekonsum gefordert wird, 30133 ist sie bei RA-
Patienten vermindert vorzufinden.'”'*3 Dadurch kdnnte hypothetisiert werden, dass die
proinflammatorischen Effekte in der RA durch Fehlen dieser Probiotika durch Kaffeekonsum
gemildert werden koénnte, selbst wenn dieser Effekt nicht einzig Koffein zuzuschreiben ist.
Ahnliches kénnte sich annehmen lassen, wenn man SFB betrachtet. Es kann aufgrund der
aktuellen Studienlage davon ausgegangen werden, dass SFB arthritische Beschwerden und
die Induktion von Arthritis beférdern.''®'2115" |n einer Studie konnte durch Kaffee ein
vermindertes Vorkommen von SFB beobachtet werden.3* Moglicherweise konnte Kaffee
somit auch zu einer Abmilderung von arthritischen Beschwerden beitragen durch die
Beeinflussung der Mikrobiomzusammensetzung.

Festhalten lasst sich also, dass sowohl das Mikrobiom als auch Kaffee und nicht zuletzt
die Pathogenese und der Krankheitsverlauf der RA bereits fiir sich sehr komplex und teils nicht
vollstéandig verstanden sind. Somit gestaltet es sich schwierig, Wechselwirkungen zwischen
den einzelnen Komponenten isoliert zu untersuchen, da es ein komplexes Netzwerk aus sich
gegenseitig und wechseleitig beeinflussenden Faktoren gibt. Aufgrund der aktuellen
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Studienlage konnte postuliert werden, dass durch Kaffeekonsum die Veranderungen des
Mikrobioms bei RA-Patienten zum Teil gemindert werden kénnten. Zu diskutieren und weiter
zu erforschen bleibt, ob dieser Effekt auf die Mikrobiota auf Koffein zurtckzufuhren ist, da nur
in einer Studie ein direkter Effekt von Koffein auf Veranderungen im Mikrobiom untersucht

wurde.

4.2.2. Kaffee und MTX

Neben der direkten Interaktion von Kaffee und seiner Bestandteile soll hier kurz auf eine
mogliche Wechselwirkung zwischen Kaffee bzw. Koffein und MTX eingegangen werden. MTX
ist trotz neuer Therapien weiterhin ein wichtiger Bestandteil in der Standardtherapie der RA.%
Der genaue Wirkmechanismus von MTX ist bisher weiterhin nicht abschlieRend geklart. Es
wird jedoch davon ausgegangen, dass es durch Hemmung der 5-Aminoimidazol-4-
Carboxamid-Ribonukleotid (AICAR) Transformylase zu einer Akkumulation von AICAR
kommt. Diese flihrt wiederum zu einer Inhibition der Adenosindesaminase, was eine Adenosin-
Akkumulation und die damit einhergehenden anti-inflammatorischen Effekte von Adenosin zur
Folge hat.'?

Unter einem hohen Kaffeekonsum (258,5 +/- 68,6 mg/d) konnte im Vergleich zu einem
geringen Kaffeekonsum (88,8 +/- 21,9 mg/d) eine verminderte Symptomverbesserung bei RA-
Patienten nach Therapiestart mit MTX beobachten werden.'s? Auch im murinen Modell von
Montesinos et al. konnte die therapeutische Wirkung von MTX durch Koffein antagonisiert
werden, woraus sich schlief3en lasst, dass eine Koffeinabstinenz bei RA-Patienten unter MTX-
Therapie mit einer verbesserten Wirksamkeit einhergeht.’™® Cronstein et al. konnten
nachweisen, dass durch die Adenosin-Akkumulation unter MTX die Funktion bzw. die
Adhasion von Neutrophilen Granulozyten verhindert wird, wodurch eine anti-inflammatorische
Wirkung erzielt wird. Dieser Effekt wird Giber den A2A-AR vermittelt.'®*

Im Gegensatz dazu konnte in der Studie von Benito-Garcia et al. kein signifikanter
Einfluss von Koffein auf die MTX-Effektivitdt beobachtet werden, jedoch werden auch hier
héhere DAS28-Score-Werte und vermehrte Gelenkschwellung in der mit Koffein behandelten
Gruppe beschrieben.'s®

Kurz sei hier auch auf die Beobachtung verwiesen, dass eine bei der RA beobachtete
Dysbiose sich nach dem Therapiestart mit DMARDs verbessert.’*® Der Metabolismus von

Medikamenten wird auch durch das Mikrobiom beeinflusst z.B. MTX oder Sulfasalazin.®

4.3. Schlussfolgerung

Die Pathogenese und der Krankheitsverlauf der RA sind fur sich genommen komplexe
und weiterhin unvollstandig verstandene Prozesse, die durch viele interne und externe
Faktoren beeinflusst werden.® Ahnlich verhalt es sich fir das weltweit verbreitete Getrank

Kaffee.'® Dabei machen Koffein und die in dieser Arbeit nur kurz angerissenen Polyphenole
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nur einen Bruchteil der molekularen Substanzen aus, aus denen Kaffee sich zusammensetzt.”?
Weiter verkompliziert wird die Untersuchung eines mdglichen Zusammenhangs zwischen
Kaffee und Koffein und der RA zum einen dadurch, dass die biochemische Zusammensetzung
von Kaffee nicht einheitlich ist und sich beispielsweise durch den Rdstvorgang und die
Zubereitungsmethode andert."® Zum anderen bestehen interindividuelle Unterschiede in der
Metabolisierung von Kaffee und Koffein,”” sodass sich nur schwer einheitliche Aussagen tber
die Wirkung von Koffein auf das einzelne Individuum treffen lassen.

Weiterhin sollte nicht auRer Acht gelassen werden, dass Kaffee zum Teil durch die
Mikrobiota im Gl-Trakt verstoffwechselt''® wird und diese einen Einfluss auf das systemische
Immunsystem nehmen konnen.''814" Somit entsteht ein komplexes Netz aus verschiedenen
Faktoren, die sich wechselseitig und teils gegenlaufig beeinflussen und die es bei der Aus-
und Bewertung dieser Arbeit zu beachten gilt.

In dieser Arbeit konnte unter dem Einfluss von Koffein eine erhéhte Produktion des pro-
inflammatorischen IFN-y in Th1-Zellen von RA-Patienten beobachtet werden. Ein mdglicher
Erklarungsansatz fir die der aktuellen wissenschaftlichen Auffassung von Koffein als anti-
inflammatorischer Substanz widersprechenden Ergebnisse bietet die in dieser Studie
untersuchte Vermittlung der Koffeinwirkung als Adenosin-Antagonist Uber den A2A-AR. Ob
Koffein unter physiologischen Bedingungen im Mausmodell oder auch im Menschen ebenfalls
Auswirkungen auf die IFN-y-Produktion und somit potenziell auf inflammatorische Vorgange
und den Krankheitsverlauf von RA-Patienten haben koénnte, bleibt aufgrund der oben
erwahnten komplexen Zusammenhange schwer einzuschatzen.

Es |asst sich festhalten, dass die beobachtete pro-inflammatorische Wirkung von Koffein
einen moglichen zelluldren bzw. molekularen Erklarungsansatz fir die in Kohortenstudien
erhobenen Ergebnisse, dass ein hoher Kaffeekonsum > 4 Tassen pro Tag mit einem
schlechteren Krankheitsverlauf der RA assoziiert ist,5%6"'"" bieten koénnte. Ob eine
Ubertragung der in vitro Beobachtungen auf die in vivo Situation mdglich ist, inwieweit andere
Kaffeebestandteile diese Wirkung beeinflussen und welche Rolle das Mikrobiom dabei spielt,
lassen sich im Rahmen dieser Arbeit nur spekulativ anhand der aktuell eingeschrankten

Literatur behandeln und bleiben somit Gegenstand von zukiinftiger Forschung.
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6. Anhang

6.1. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Ubersicht Uber die Interaktionen der zellularen Hauptakteure und ihrer
produzierten Zytokine in den Gelenken von RA-Patienten. 17
Abbildung 2: Schema uUber Hauptmetaboliten des Koffeinstoffwechsels im Menschen
modifiziert nach Nehlig et al. Abk. NAT2, N-Acetyltransferase-2; XO, Xanthinoxidase 28

6.2. Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: ACR-/EULAR-KIassifikationskriterien 20102° zur Diagnosestellung einer RA. Ab = 6
Punkten und einer gesicherten Synovialitis ohne andere erklarliche Ursache ist die
Diagnosestellung moglich. 13
Tabelle 2: Ubersicht Giber die an der Pathogenese von RA beteiligten Subtypen von CD4+ T
Zellen und ihre Zytokinprofile modifiziert nach Luo et al.3® 24
Tabelle 3: Ubersicht von Studiendesigns tiber die Korrelation von RA-Erkrankungsrisiko und
Kaffee-, Koffein- und Teekonsum. Konsum jeweils erhoben in Tassen pro Tag. Abklirzungen:
MCHES (Mobile Clinic Health Examination Survey Study), IWHS (lowa Women’s Health
Study), NHS (Nurses Health Study), DNPR (Danish National Patient Registry), WHI-OS
(Women's Health Initiative Observational Study), KNHANES (Korea National Health and
Nutrition Examination Survey), EIRA (Epidemiological Investigation of RA), NHANES (National
Health and Nutrition Examination Survey), E3N (Etude Epidémiologique auprés des femmes

de la Mutuelle Générale de 'Eduction Nationale) 33
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6.3. Graphen und Supplemental Material der Originalpublikation
6.3.1. Figure1
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6.3.4. Supplementary table S1

Characteristics Healthy controls (n=14) RA patients (n=40) p value

Gender Female 8 24 > 0.05
Male 6 16

Age [years] 47.3+59 498+6.2 >0.05

Disease duration |years| n.a. 6.5+4.1

Rheumatoid factor [kU/I] (<5.0 kU/)*  n.d. 39.1+£125*

ACPA [RE/mI] (<14.0 RE/mI)* n.d. 51.7 +20.3 ***

CRP [mg/l] (<5.0 mg/l)* n.d. 49144

ESR [mm/h] (<21 mm/h)* n.d. 23+58

DAS-28 n.a. 3.7+15

Mean values = SEM are shown; n.a. not applicable; n.d. not determined; ACPA anti-cyclic citrullinated
peptide antibodies; CRP c-reactive protein; ESR erythrocyte sedimentation rate; DAS28 disease

activity score of 28 joints; * cut -off value; ** rheumatoid factor positive: n=34; *** ACPA positive: n=32

6.3.5. Supplementary figure S1
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