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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Autoimmune Lebererkrankungen

Als autoimmune Lebererkrankungen werden die Prigkdgrosierende Cholangitis (PSC), die
Primér Biliare Zirrhose (PBC) und die Autoimmunepdstis (AlH) bezeichnet. Allen diesen

Erkrankungen ist gemein, dass das Immunsystem eer_angreift, wobei die jeweilige

Atiologie und mdgliche Umwelteinfliisse als Ausloseslang ungeklart sind. Obwohl jede
dieser Erkrankungen ein wohl definiertes Kklinisgimesrphologisches und serologisches Profil
besitzt, treten Variationen und atypische Formahtnselten auf. Auf Grund unzureichend
wirksamer Medikation stellen die autoimmunen Leldesnkungen eine der haufigsten

Indikationen fiir Lebertransplantationen (fast 208dEuropa da.

1.2. Priméar Sklerosierende Cholangitis (PSC)

1.2.1. Definition, Diagnostik und Therapie

Die Primér Sklerosierende Cholangitis ist eine kiax@ Lebererkrankung mit heterogenem
Auftreten. Sie ist charakterisiert durch chronis€elestase in Assoziation mit chronischer
Entzindung des bilidren Epithels was im VerlaufeeiRibrosierung des hepatischen
Parenchyms und des Gallengangssystems indtizi@tes fuihrt zur chronisch entziindlichen
Sklerose und Vernarbung der extra- und intrahegais Gallengangé, Zirrhose und
Malignitat, insbesondere der Gallengair’,

Die Pravalenz der PSC liegt in Nordamerika und Bartei 6-16/100.008° so dass von einer
seltenen Erkrankung gesprochen werden kann. Ob®6! auch bei Kindern auftreten kann,
liegt das mittlere Erkrankungsalter der PSC zwiacB@ und 40 Jahren, wobei zweimal mehr
Manner betroffen sind als Fradé®? Im Durchschnitt liegt die mittlere Lebenserwaguwhne
Lebertransplantation bei 12-18 Jalfréf?

Die klinischen Symptome der PSC variieren sehkstad kénnen sowohl leberspezifisch als
auch nicht spezifisch sein. Sie beinhalten Mudigkebdominale Schmerzen, Ikterus,
cholestatischen Juckreiz (Pruritus) und Fiébét Die PSC ist stark assoziiert mit chronisch
entzindlichen Darmerkerkrankungen (CED), welcheB®% der Patienten im Laufe der
Erkrankung entwickeln und auch das Risiko an Daem&rzu erkranken erh6hen. Hierbei tritt
vorwiegend ein Colitis Ulcerosa ahnliches Krankstaitl auf (in ca. 75% der Félle), deren
Krankheitsaktivitat nicht mit der PSC korrelieremsg'’. Die Assoziation der PSC mit CED

legt nahe, dass die PSC nicht notwendigerweise lkdassische autoimmune Erkrankung ist,
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bei der es zu einer gezielten adaptiven Immunantgegen Autoantigene im Gewebe kommt.
Vielmehr scheint die CED primar durch eine abnoan&eaktion des angeborenen
Immunsystems gegen Antigene der Darmflora ausgelosterden, was schliel3lich zu einer
adaptiven Immunantwort fiiHet

PSC fiihrt bei 10-15% der Patienten zur AusbildingsCholangiokarzinom$ aber auch das
Risiko an Gallenblasentumoren (2%) und Leberkarai@o zu erkranken ist erhdht

Patienten weisen erhdhte Serumspiegel an alkatigghesphatase auf, was zum Teil die
einzige biochemische Veranderung des Serums desbie Entziindung bei der PSC scheint
grof3tenteils eine Thl-basierte Immunreaktion zo.deierflr spricht, dass leberinfiltrierende
Lymphozyten bei der PSC erhdhte Spiegel an @NRd IL1{3 und geringe Konzentrationen
an IL-2 und IL-10 im Vergleich zu Kontrollgruppeazernieretf. Auch hohe Konzentrationen
an nicht spezifischen Autoantikérpern, perinuklear@ntikbrpern gegen Neutrophile
(p-ANCAs) und Autoantikdrper gegen biliares Epithald Darmepithel sind in etwa 80% der
Patienten zu findéf?’. Die Portaltrakte von PSC-Lebern weisen Zellindiionen auf, die
vorwiegend aus CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten besteabar auch Neutrophile, B-Zellen,
naturliche Killer-T-Zellen (NKT-Zellen), naturlich&illerzellen (NK-Zellen), Makrophagen
und Plasmazellen enthalten und sich vorwiegend ienGdllengange herum lokalisiefén

Die Diagnose der PSC erfolgt durch Indentifizierungler fibrotischen
Gallengangsveranderungen mittels Endoskopie (ER&fy Magnetresonanztomographie
(MRCPY2 Es gibt momentan noch keine effektive medikamsmtBehandlung, die den
progressiven Verlauf der PSC-Erkrankung aufhal@mk so dass die PSC bis heute eine der
haufigsten Indikationen fiir Lebertransplantation@nstellf:>. Die Erkrankung rezidiviert in
bis zu 20% der Falle innerhalb von 5 Jahren nachetteansplantation, was zu einem
vorzeitigen Verlust des Transplantats fiihren R&riber Einsatz der hydrophilen Gallensaure
Ursodesoxycholsdure, welche einen positiven Effielktdas Krankheitsbild anderer chronisch
cholestatischer Lebererkrankungen wie der PrimlérBn Zirrhose zeigt, wird bei der PSC
kontrovers diskutieff. Auch die Therapie mit immunsupprimierenden Gluktikoiden hat
trotz der autoimmunen Komponente der PSC-Pathogemas Gegensatz zum Einsatz bei
anderen Autoimmunerkrankungen, keinen positiveekEfauf das Krankheitsbild der PSC
Die Atiologie und der pathogenetische MechanismarsRSC sind bis heute noch nicht voll
verstanden, scheinen aber multifaktoriell zu 3&inHierbei scheinen sowohl genetische als
auch aul3ere Einflusse beteiligt zu sein, welchesiner komplexen Interaktion zwischen
angeborenem und adaptivem Immunsystem fuhren, etilith Lymphozytenmigration,

Schadigung der Cholangiozyten und progressive Bébrausloseén Ob die priméare
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Schadigung der Gallengédnge durch eine Reaktionidesunsystems oder durch toxische

Gallensauren entsteht, ist noch nicht gekiart

1.2.2. Genetische Pradisposition

Eine genetische Préadisposition der PSC ist wahisiatte da das Erkrankungsrisiko unter
Geschwistern um das 40-100-fache erhorh.isbenomweite Assoziationsstudien zeigten
starke Assoziation der PSC mit Genen des Haupkustpatibilitatskomplex (HLA) auf dem
Chromosom 6p21, was die Annahme als Immun-verr@ttelder sogar autoimmune
Erkrankung bestarkt?® AuRerhalb des HLA-Komplexes wurden bis heute I1&itere
PSC-pradisponierende Loci gefunden, die immunotbgisRelevanz besitz&r, z.B. der
Gallensaurerezeptor TGRS der Transkriptionsfaktor plasmazytoider DCs EPe?4°°, der
IL-2-Rezeptor, IL-2/IL-21, REL, CARD9, MST1, CD2&d das pro-apoptotische Molekl
BIM1427.29.3536 Diese PSC-assoziierten Genpolymorphismen sindht nausschlieRlich
PSC-spezifisch, da sie auch bei chronisch entzitmeti Darmerkrankungen (CEB)und

Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Artbidtiiftretenr?®,

Tab. 1: Auflistung PSC-pradisponierender Loci und dren Assoziationen mit weiteren Erkrankungef’.

Locus Gene PSC UC CD DM CeD RA AITD MS PBC VIT AS PS SLE SSc SARC
01p36.32 INFRSFI4 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
02q13 BCL2L11 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
02q33 cD28 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
02q37.3 GPR35 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
03p21.31  MST! 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
04927 L2zt 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
06p21 HLA | 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 I
06q15 BACH?2 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0
10p15.1 ILZ2RA 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
11923 SIK2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12q13 HDAC?7 1 1 1 0 0 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0
12q24 SH2B3 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
18q21 TCF4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18922 CD226 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1913 PRKD2. STRN4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
21¢22 PSMG! 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Number of shared loci NA 7 7 7z 6 5 5 4 3 3 2 1 1 1 1

AITD= autoimmune thyroid disease; AS= ankylosing spondylitis; CD= Crohn's disease: CeD= celiac disease; DM= diabetes millitus type 1: MS= multiple sclerosis;
PS=psoriasis: RA=rheumatoid arthritis; SARC= sarcoidosis: SLE= systemic lupus erythematosis: SSc= systemic sclerosis: UC= ulcerative colitis; VIT= vitiligo

Eine gestdrte Immunregulation kdnnte in die PSQy&gnese impliziert sein, da genetische
Assoziationsstudien zur PSC Assoziationen mit Pohphismen im IL-2-Rezeptor
kodierenden Gen aufzeigten. Der IL-2-Rezeptorastiexprimiert auf Foxp3+ regulatorischen
T-Zellen (Tregs) zu findefl. Auf der anderen Seite scheint auch eine aberrante
Immunzellaktivierung bei der PSC involviert. Hiarf§prechen Assoziationen zwischen PSC
und Polymorphismen in Genen, die an der Pathogeitlgesig und Th17-Differenzierung
beteiligt sind. Hierzu zahlen CARBYund REL®, die beide eine wichtige Rolle bei der
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Signaltransduktion nach Pathogenstimulation spiesswie das von Th17-Zellen produzierte
IL-21%°. REL ist Mitglied der NKB-Familie und spielt eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion in B-Zellen, T-Zellen, Makroplkeagund dendritischen Zellen (DCs).
CARDS ist in der Aktivierung von T-Zellen, B-ZellemNK-Zellen, Makrophagen und DCs
durch Pathogene involviert und scheint eine mégligerbindung zwischen dem Mikrobiom
und der Entstehung von PSC herzustééh

Gallensauren scheinen auch einen Einfluss auf &€-Bntstehung auszuiben, wie die
Assoziation mit Polymorphismen im Genlocus 2q3%,d#s Gen fir den Gallensaurerezeptor
enthalt, bekraftigf. TGRS ist in die Gallensaure-induzierte Inhibieguwon Makrophagen
involviert und spielt somit eine schitzende RatleKontext des Gallengangschadens. TGR5
ist auBerdem mit dem cystischen Fibrose Kondukémutator (CFTR) co-lokalisiert und
aktiviert diesen. Defekte in CFTR driicken sichiimee hepatobilidren Schadigung aus, die der
PSC ahnelt. Aul3erdem konnte eine reduzierte CFTiiktlan bei PSC-Patienten festgestellt

werden, welche moglicherweise TGR5-bedingPist

1.2.3. Pathogenetische Aspekte

Die starke Assoziation der PSC mit chronisch erdiiihen Darmerkrankungen weist darauf
hin, dass die Verbindung zwischen dem Darm und lddver eine zentrale Rolle im
Krankheitsbild der PSC zu spielen schetfit Ein hypothetischer Mechanismus der PSC-
Entwicklung ist die Translokation mikrobieller Féobzw. pathogener Bakterien durch den
entziindeten permeablen Darm zur Leber, was dorfAktivierung des Immunsystems und
Entziindung der Gallengéange fiihren kofhtAber auch eine Reaktion gegen Antigene, die
mit dem Blutstrom aus dem Darm zur Leber transpdniverden, konnten durch eine gestorte
Immuntoleranz der Leber an der PSC-Pathogenesiidieteirr.

Auch das aberrante homing von Lymphozyten zwiscen Leber und dem Darm ist
moglicherweise in die Pathogenese der PSC inveifér Hierbei wandern durch Kolitis
aktivierte intestinale Effektorlymphozyten in dieelher und persistieren dort als
Gedachtniszellen, welche eine Leberentziindung sei$fd So findet sich eine geh&ufte
Infiltration vonasf7 CCR9 CD8+ T-Zellen in PSC-Lebern. Der Phanotyselid-Zellen weist
darauf hin, dass diese durch intestinale DCs aktiwivurdef®. Die Migration wird durch
Chemokine und Adhasionsmolektle vermittelt, diedigdrweise im Darm vorkommen und
deren Expression bei der PSC auch in der Lebekistewurde. Hierzu zdhlen CCL25 und
MAdCAM-14448
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Abb. 1: Schematische Darstellung der PSC-Pathoger#$

Initiale Ausléser der PSC sind noch unbekannt (aleehts). Duch Kolitis aktivierte intestinadel37 T-Zellen
kénnen Gber MadCAM-1/CCL25 Interaktion vom Darm zueber rekrutieren (unten rechts). Zur
Entzuindungsreaktion in der Leber scheinen vorwidgeihymphozyten und NK-Zellen, aber auch Neutrophil
und Makrophagen beizutragen (unten links). Prosfische Faktoren wie TGB1 werden im Zuge der
Entzindung von Makrophagen und/oder hepatischemnZttéen sezerniert (oben links). Dies fuhrt zur

Fibrosierung der Gallengange und schlieBlich zdrelceirrhose.

AulRerdem scheinen hydrophobe Gallensauren an dsteBang der PSC beteiligt zu sein, was
dem pathogenetischen Mechanismus der Arterioskdeédselt’. Der biliare Verlust der
schitzenden Hydrogencarbonatschicht auf den Cholaytgn fuhrt zu einer gesteigerten
Membranpermeation hydrophober protonierter Galleresé in die Cholangiozyten, was
wiederum eine Schadigung der Gallengange beffirktuch die Assoziation der PSC mit
Polymorphismen im Gallenséurerezeptor TGR5 weisdneme pathogenetische Rolle von
Gallensauren bei der PSC #in

Der Einfluss einer dysregulierten Balance zwischeygulatorischen T-Zellen und
pro-inflammatorischen Th17-Zellen auf die Immunpanese der PSC wird durch bereits
veroffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppstdigt. Wir konnten eine verminderte
Treg-Frequenz in der Peripherie und der Leber v@C-Patienten im Vergleich zu
Kontrollgruppen detektieren. Diese reduzierte TAegahl korreliert signifikant mit
Homozygotie im Hauptallel des PSC-assoziierten SNP0905718* imIL2-RA Locug®. Die
Tregs von PSC-Patienten zeigten auf3erdem eine méente immunsuppressive Kapazitat im

Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten, wobeizlieGrunde liegenden Mechanismen noch
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geklart werden miiss&h Auf der anderen Seite wiesen PSC-Lebern sigmifikanehr

IL-17-produzierende Zellen im Vergleich zu Kontesll auf, die sich vorwiegend im Bereich
der Portalfelder um die Gallengange herum befandedem zeigten periphere T-Zellen von
PSC-Patienten eine verstarkte Thl7-Antwort nachhd@gnstimulation, wobei dies

unabh&ngig von einer assoziierten chronischen Dérarkung erfolgt®.

1.3. Primaér Biliare Zirrhose (PBC) und Autoimmune Hepatitis (AlH)

Die Lebererkrankungen Primar Biliare Zirrhose undddmmune Hepatitis dienten zusammen
mit Gesundkontrollen als Vergleichsgruppe fir dieggdbnisse der Versuche. Die

Krankheitsbilder sollen im Folgenden kurz erlautegtden.

1.3.1 Primar Biliare Zirrhose (PBC)

Die Primar Biliare Zirrhose ist eine chronischeshtieitrige destruierende Cholangitis, die mit
fortschreitender Entzindung zur immunvermittelteersforung der Gallenwege fihrt. Im
Verlauf der Erkrankung kann es zur Fibrose, Chakestund Leberzirrhose komniénDie
Krankheit befallt vorwiegend Frauen mittleren A#¢P0-95%) und kommt weltweit vor mit
einer Pravalenz von 25-38/100.000 EinwoRh&r

Die PBC entspricht einer typischen autoimmunen d&rkung mit hohen
IgM-Autoantikdrpertitern im Serum und autoreaktived4+ und CD8+ T-Zellen in regionalen
Lymphknoten und in der Leb®r Spezifisch fiur die PBC sind antimitochondriale
Autoantikdrper (AMAS), die reaktiv gegen einen Emkpmplex der Pyruvat-Dehydrogenase
(M2-Antigen) sind und als Anti-M2-Typ bezeichnet nden. Ihr Zielantigen ist die
E2-Komponente des Pyruvat-Dehydrogenasekomplex@G-E2P*°° Da sie in 90%-95% der
Patienten vorkommen und auch schon Jahre vor deisdtbien Diagnose der Cholestase
identifiziert werden konnen, werden sie zur Kraritdtagnostik eingesefzt Auch die
autoreaktiven T-Zellen, die sich um die intrahegiten Gallengange konzentrieren, erkennen
die E2-Komponente des Pyruvat-Dehydrogenasekomplard zerstéren so spezifisch die
PDC-E2-exprimierenden Zellen. Hierbei wurden die 82DT-Zellen vorwiegend als die
Effektorzellen identifizief?. Desweiteren konnen antinukledre AutoantikorpeRH86-40%
der Patienten gefunden werd&n

Die Atiologie der PBC ist nicht bekannt, es scheier eine genetische Pradisposition
vorzuliegen, da die Pravalenz der PBC bei Verwamafs@rsten Grades um das hundertfache

erhoht ist im Vergleich zur AllgemeinbevilkerdhgGenomweite Assoziationsstudien weisen
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auf Grund einer starken Assoziation der PBC mititmesten HLA-Haplotypen und weiteren
PBC-spezifischen Loci wie deniL-12A- und IL-12RB2-Locus auf eine genetische
Pradisposition der PBC hff®% Umweltfaktoren wie Viren, toxische Gallens&uren,
Xenobiotika und Bakterien werden als mogliche Asstdoder Erkrankung bei genetisch
pradisponierten Individuen betrachtet. Rauchen deeEinnahme von Hormonersatztherapien
gelten als Risikofaktoren fiir die Entwicklung eifBC°. Auch ein gestortes Gleichgewicht
zwischen Th17-Zellen und Tregs scheint eine wiehiRplle bei der Entstehung der PBC zu
besitzeR?.

Da die meisten PBC-Patienten bei der Erstdiagnasenptomatisch sind, sind erhéhte
Cholestaseparameter wie die der alkalischen Phteghalas Auftreten von AMAs im Serum
und eine histologisch destruktive Cholangitis dizggweisentf. Die haufigsten Symptome der
PBC sind unspezifisch und beinhalten stark ausgéptdiidigkeit und Pruritdé Etwa 32%
der Patienten entwickeln im Verlauf der Krankheditere autoimmune Begleiterkrankungen
wie das Sicca-Syndrdth

Die Krankheit schreitet langsam voran, meist Ubehmare Jahrzehnte. Die medikamentdse
Therapie besteht in der Gabe von Ursodesoxych@s@liDCA), was die Serumspiegel der
alkalischen Phosphatase verringert, aber nur egeeingen Effekt auf die nicht spezifischen
Symptome wie Midigkeit und Juckreiz tatlm spaten Stadium der PBC bleibt die
Lebertransplantation das Verfahren der Wahl miegBrognose.

1.3.2 Autoimmune Hepatitis (AlH)

Die Autoimmune Hepatitis ist eine Lebererkrankungekannter Atiologie, die sich in akuter
und chronischer Form prasentieren K&nimitial wurde sie bei jungen Frauen entdeckt gitid
mit einer Pravalenz von 10-20/100.000 in Nordeur@paeltene Erkrankung. Die AlH betrifft
Frauen viermal haufiger als Manner und kann sowehlKindern als auch bei Erwachsenen
auftrete§%4

Die AIH zeigt auf Grund einer genetischen Pradigmos der Assoziation mit anderen
Autoimmunerkrankungen, dem Auftreten von Autoamgedin, autoreaktiven T-Zellen und
inflammatorischen Infiltraten und dem guten Anspert auf Immunsuppressiva alle
Merkmale einer Autoimmunerkrankutfg Die genetische Pradisposition zeigt sich in der
starken Assoziation der AIH mit spezifischen HLAghztypen wie dem HLA-DR3 und
HLA-DR4%. Im Laufe der Erkrankung kommt es geh&uft zu weiteextrahepatischen
Autoimmunerkrankungen wie dem Sjogren-Syndrom adéoimmunen Erkrankungen der
Schilddriis&
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Der pathogenetische Mechanismus der AIH ist unkrgint aber multifaktoriell zu séhEs
wird vermutet, dass unter anderem &aul3ere FaktorenTaxine oder virale Infektion in
genetisch anfalligen Individuen die Krankheit assid konnet. Auch der Verlust der
Immuntoleranz der Leber durch eine gestérte Funkti@aw. verminderte Frequenz an
Leberantigen-spezifischen Foxp3+ Tregs wird disk. Welche Funktion die bei der AIH
oftmals auftretenden Autoantikorper auf die Patinege haben, ist nicht gekfrt

Die klinischen Symptome der AIH variieren stark un@inhalten unspezifische Symptome wie
Midigkeit oder Gelenkschmerzen. Bei etwa 1/3 dertieRen treten Ubelkeit,
Oberbauchbeschwerden und oftmals ein akuter Ikearfjavas auf eine akute Prasentation der
AlH hinweist’®’% Das heterogene Auftreten der AIH macht ihre Dimgnschwierig, so dass
man sich auf vier diagnostische Kriterien zum Nagisveiner AlH festgelegt hat: das Auftreten
von Autoantikdrpern, eine Hypergammaglobulindmie Letberhistologie und das Fehlen einer
viralen Hepatiti€ 2 Die Aminotransferasewerte sollten zuséatzlich bthéorliege?”.
Histologisch lassen sich aus T-Zellen und Plasnezebestehende Infiltrate in den
Portalfeldern der Leber nachweié&ibie Grenzzonenhepatitis, die auch als Interfaepatitis
bezeichnet wird, ist typisch fiir die AIH Es kommt zur Fibrose und in seltenen Fallen zu
Bruckennekrosen, wobei es sich um Verbindungen cheis den Nekrosen benachbarter
Portalfelder handeR.

In der AIH kommen unterschiedliche Autoantikorper,wvas zu einer AlH-Klassifizierung in

2 Subtypen fiinfe:"3 Bei der AIH vom Typ 1 treten ANA (anti-nukleareidantikorper), SMA
(Autoantikorper gegen die glatte Muskulatur) un@fod SLA/LP-Autoantikdrper
(Autoantikdrper gegen das losliche Leberantigef)@ie AIH vom Typ 2 zeichnet sich durch
das Auftreten von anti-LKM (Autoantikbper gegen kikomen in Leber und Milz) aifs
Hierbei sind nur die SLA/LP-Autoantikorper speafisfir die AIH und haben somit eine
wichtige Rolle in der AIH-Diagnose. Es wurde zeiisee diskutiert, Patienten mit
SLA/LP-Autoantikdrpern einem dritten Subtyp der Afldzuordnen, was aber auf Grund des
gleichen Kklinischen Verlaufs wieder aufgegeben eifrd

Als Standardtherapie bei der AIH werden Glukokaritle und Azathioprin eingesetzt, was in
etwa 85% der Patienten eine Remission induziextader nur durch dauerhafte Einnahme von
Immunsuppressiva aufrechterhalten werden kannemati unter optimaler Therapie weisen
eine normale Lebenserwartung%uf. Die Lebertransplantation bleibt die einzige Tipezdei
Patienten mit fortgeschrittener LebererkrankunggtEinsatz von Immunsuppressi®aEine
unbehandelte AlH ist assoziiert mit einer schlegieognose und Mortalitatsraten um die 50%
innerhalb von 5 Jahréh



Einleitung 9

1.4. CDA4+ T-Helferzellen

CD4+ T-Helferzellen spielen eine zentrale Rollel@n normalen Funktion des Immunsystems.
Sie koordinieren die Expansion und Regulierung D8+ T-Zellen, unterstitzen die
B-Zellantwort und sind an der Rekrutierung und Matung der Komponenten des
angeborenen Immunsystems betéifigt CD4+ T-Helferzellen existieren in einer
epigenetischen  Vielzahl mit  unterschiedlichen  Fiomdn, Phéanotypen und
Persistenzkapazitaten. Hierzu zahlen Thl-Zelle@;Zéllen, Th17-Zellen, die regulatorischen
T-Zellen und die erst wenig beschriebenen T-foldken Helfer-Zellen (Tfh-Zellen),
Th9-Zellen und Th22-Zelléf8L

Thl-Zellen werden mit Hilfe von IL-12 induziert urekprimieren den Transkriptionsfaktor
T-bet. Sie produzieren IRN was zur Aktivierung von Makrophagen fuhrt und godie
zellulare Immunitat gegentber intrazellularen Pgémen induziert. Thl-Zellen regulieren
auRerdem die CD8-Antwort und die Makrophagenregrutig und Aktivierunty.

Th2-Zellen werden in Anwesenheit von IL-4 induziemd exprimieren spezifisch den
Transkriptionsfaktor GATA®. Sie produzieren die Interleukine IL-4, IL-5 und13 und sind
mit der humoralen Immunantwort gegenuiiber extrazedin Organismen oder Parasiten und der
Entwicklung von allergischen Reaktionen assoZfert

Es gibt mehrere Klassen von regulatorischen CD4ellen, zu denen die Foxp3+ Tregs, die
Trl-Zellen und die Th3-Zellen gehoren. Sie werdgditer noch genauer beschrieben.
Tfh-Zellen exprimieren CXCR5 und wandern vorwiegémdie Lymphknoten, wo sie bei der
B-Zellantwort involviert sind und IL-21 produzief®n Funktionell ist ber Th22- und
Th9-Zellen noch nicht viel bekannt. Th22-Zellen experen das Zytokin IL-22 und scheinen
die Funktion von mesenchymalen und epithelialeneBetu beeinflusséh Th9-Zellen, die
das Zytokin IL-9 produzieren, scheinen einen retguischen und Uberlebensfordernden Effekt
auf viele lymphoide und myeloide Zellen zu hadamd sind am allergischen Asthma und
Autoimmunitat beteilig .

Zu den CD4+ T-Helferzellen gehoren noch die Thlllefe auf die im nachsten Abschnitt

naher eingegangen werden soll.
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Abb. 2: Differenzierung naiver CD4+ T-Zellerf®.

1.4.1. Thl7-Zellen

Eine dysregulierte Immunantwort nach Pathogensatian scheint an der Pathogenese der
PSC beteiligt zu sein und wurde schon fir die assten inflammatorischen
Darmerkrankungen postulié®t Hierfir spricht, dass die Galle, aber auch diddrevon
PSC-Patienten mit pathogenen Bakterien und Pilesredelt ist, die dort mdglicherweise die
Rekrutierung von Immunzellen induzieren konfe@ie Keime scheinen die Leber entweder
Uber die biliaren Epithelbarrieren zu erreichenradé dem portalen Blutfluss. Th17-Zellen,
die eine wichtige Rolle in der Beseitigung diesdrazelludaren Pathogene spielen, kbnnten an
der Pathogenese der PSC beteiligt Seiiuch Genomweite Assoziationsstudien weisen eine
starke Verbindung zwischen PSC und PolymorphismenGenen auf, die an der
Pathogenbeseitigung und Th17-Differenzierung hgteikind. Hierzu zahlen das von
Th17-Zellen produzierte IL-21 sowie CARD9 und RHie beide eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion nach Pathogenstimulation spiele®SC ist aufRerdem stark mit
Polymorphismen im Genlocus von FUT2 assoziiert. Eddheint einen signifikanten Einfluss
auf die bakterielle Zusammensetzung in den Gallegegi zu habef

Thl7-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor RO (human) bzw. ROR (murin)
(retinoic acid-related orphan receptor gamma-t) prodiuzieren die Zytokine IL-17A (IL-17),
IL-17F, ein Heterodimer bestehend aus IL-17A/IL-174E-21, IL-22, den Granulozyten
Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-C8R)l viele weitere Faktorh®!:92
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Unter physiologischen Bedingungen befinden sie safwiegend in der Lamina Propia des
Dunndarms, werden aber wahrend einer Infektion aarchweiteren Mukosa-assoziierten
Bereichen induziert. Th17-Zellen tragen im Gastestinaltrakt, den Atemwegen, der Lunge
und der Haut an der Abwehr gegen bakterielle umgjdle Pathogene 58iund scheinen an
vielen immunologischen Prozessen wie der Entstehuog Autoimmunerkrankungen
(Rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose, LupusytBematodes, etc.), inflammatorischen
Erkrankungen, Tumoren, Transplantatabstof3ung uetttlonen beteiligt zu sein. Es ist noch
nicht geklart, ob IL-17 eine direkte Rolle in dextRogenese dieser Erkrankungen hat oder nur
als Konsequenz der inflammatorischen Antwort arigdift wird®.

Der pro-inflammatorische Effekt von IL-17 wird Gbsen IL-17-Rezeptor vermittelt, der aus
den Untereinheiten IL-17RA und IL-17RC besteht wod vielen Zellen des Immunsystems
(T-Zellen, B-Zellen, Neutrophilen) und anderen Gkwre (Epithel, Endothel, Fibroblasten)
exprimiert wird®>. Somit ist IL-17 stark pleiotrop und verursachtneei Vielzahl
inflammatorischer Effekte, die die adaptive Immaéninit der angeborenen verbinetL-17
induziert die Produktion von GM-CSF, THNF IL-1B, IL-6 und vieler weiterer
inflammatorischer Chemokine und Zytokine, die digidtion von Granulozyten zum Ort der
Entziindung steigefh AuRerdem ist IL-17 auch an der Entstehung sekendgmphoider
Gewebe nach einer lokalen Infektion beteifigt

IL-17 und Th17-Zellen spielen eine wichtige Rotiedier Abwehr gegen bakterielle und fungale
Erreger wieStaphylococcus aureus oderCandida albicans®®°. IL-17 defiziente Mause weisen
eine verschlechterte Abwehr geg&reptococcus pneumoniae auf®. IL-17 und IL-22
scheinen synergistisch die Produktion vieler ariiobieller Peptide und Proteine zu
steuerf®, wobei IL-22 (ber den IL-22-Rezeptor wirkt, der rwiegend von
nicht-hAmatopoetischen Zellen wie den Keratinozytétepatozyten und Enterozyten
exprimiert wird. IL-22 scheint auch eine protektWérkung auf das Gewebe bei Infektion mit
Gram-negativen Bakterien zu hab®n

Die Differenzierung humaner Th17-Zellen wird koniees diskutiel. Die Zytokine IL-B
und IL-6 sind wahrscheinlich an der initialen Drazierung von Th17-Zellen beteiligt. IL31
scheint hierbei der entscheidende Faktor der ThifférBnzierung zu sein, der zusammen mit
einem oder mehreren anderen Zytokinen die IL-1%#&kton induzieft®® Auch IL-21 und
IL-23 scheinen an der Entwicklung und Stabilisigywmon humanen Th17-Zellen beteiligt zu
seint®. Die Thl- und Th2-spezifischen Zytokine I¥Nnd IL-4 haben wahrscheinlich einen

inhibierenden Einfluss auf die Entwicklung von Tka&llen'°®,
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Die Rolle von TGP in der humanen Thi17-Polarisierung ist unf@&® In geringen
Konzentrationen scheint TGF-die IL-2-vermittelte Aktivierung von STATS zu irtbieren,
was die Expression der Thl- und Th2-spezifischem3kriptionsfaktoren T-bet und GATA3
unterdriickt®”. Somit scheint TGB-indirekt an der initialen Th17-Differnzierung biditg zu
sein® 1% |n hohen Konzentrationen scheint T@Feie Differenzierung naiver CD4+
T-Zellen eher in Richtung induzierter Foxp3+ Trédsegs) zu lenken und die Expression des
IL-23-Rezeptors durch RQRANtagonisierung zu inhibieré®?. Auch das Treg-induzierende
Zytokin IL-2 scheint die Th17-Differenzierung zu tagonisiereh'®. Somit besteht eine
reziproke Beziehung zwischen den Thl7-Zellen und ideegs, wobei die iTregs in einem
inflammatorischem Milieu den Th17-Phanotyp adaptiekbnnen, so dass deren suppressive
Kapazitat wegféllt und eine schnelle pro-inflamnmisiche Antwort induziert wirkt.
Thl7-Zellen weisen starke Kontext-abhangige Plastizauf, vorwiegend durch IL-23
induziert, und sind in der Lage die funktionellea@dkteristik von Th1-Zellen anzunehmen, so
dass sie sowohl IL-17 als auch N-dhd die beiden Transkriptionsfaktoren R@RBnd T-bet
co-exprimieren und besonders pathogen witkei® Diese Thl7-Plastizitat scheint an der
Abwehr gegen Mikroben, an der Entwicklung von Aatoiunitat und an der Bekampfung von
Tumoren beteiligt zu seit Somit scheint die Annahme einer Thil-Antwort als
vorherrschenden Effektorweg in Autoimmunerkrankumgderholt und es wird von einer
treibenden Th17-Antwort ausgegangen, die Th1-Cheriskika aufweisen kantf.

Die Gewebeschadigung durch Th17-Zellen kann dedkigen oder indirekt via Rekrutierung
von Neutrophilen und Makrophagen durch die Prodwktiler inflammatorischen Zytokine
IL-1, IL-6 und des chemotaktischen Faktors fiir rojdg Zellen CCL28Y. Zusétzlich
exprimieren Thl7-Zellen den CCL20-Rezeptor CCRG6 groRen Mengen auf ihrer
Oberflaché!®. Die Th17-Produktion von GM-CSF wirkt wiederum ali¢ myeloiden Zellen,
indem es deren Produktion von IL-1, IL-6, IL-23 uMeHCII verstarkt?’.

1.4.2. Regulatorische T-Zellen

Ein moglicher Einfluss von regulatorischen T-Zellanf die Pathogenese der PSC wird
postuliert, da Genomweite Assoziationsstudien elgsoziation zwischen PSC und
Polymorphismen im Locus fur den IL-2-Rezeptor uhd2/IL-21 aufwiesen, die fur die
Treg-Funktion und -Generierung relevant $imd Diese Hypothese wird dadurch bestérkt,
dass bei IL-2-Rezeptor defizienten Mausen funkiien&regs fehlen und sie eine Kolitis-
assoziierte autoimmune Cholangitis entwickeln, stiarke Ahnlichkeit zur PSC Hat In
unserer Arbeitsgruppe konnten wir bereits zeigarssdlie Treg-Frequenz in der Peripherie und
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der Leber von PSC-Patienten im Vergleich zu Koigrappen vermindert vorlag und auch
deren immunsuppressive Funktion reduziert®ar

1995 entdeckten Sakaguchi et al, dass es eineategathe T-Zellpopulation gibt, die in der
Lage war, Autoimmunitét in Mausen zu unterbind@riese regulatorischen T-Zellen spielen
eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltudgr Selbsttoleranz und der
Immunhomoostase, da sie fiir den Wirt potentiellagtibhe Immunantworten limitieréf?.
Nach Stimulation ihres T-Zellrezeptors supprimiesdd die Aktivierung, Proliferation und
Effektorfunktion von CD4+ und CD8+ T-Zellen, NK-Zeth, NKT-Zellen, DCs, B-Zellen,
Makrophagen und Osteoklastén Diese Inhibierung kann sowohl Antigen-spezifisthauch
Antigen-unspezifisch erfolgen, wobei erstere effektist?

Die regulatorischen T-Zellen umfassen mehrere Soplbptionen, zu denen
CD4+CD25+Foxp3+ T-Zellen (Tregs), Typ | regulatohie T-Zellen (Trl-Zellen) und
Th3-Zellen gehoreid®'?4 Tregs sind durch die Expression des Transkriptakiors Foxp3
charakterisiert und kontrollieren Entzindungsreaidn. Dies kann durch Sekretion anti-
inflammatorischer Zytokine wie TGBund IL-10 oder direkt Uber Zell-Zellkontakt
erfolgert?>128 |L-10 besitzt eine immunregulatorische anti-inflmatorische Funktion, indem
es unter anderem die Expression von Chemokineninfleanmatorischen Molekilen und
MHCII-Molekiilen  inhibiert?”.  Tri-Zellen  exprimieren  keinen  spezifischen
Transkriptionsfaktor, so dass ihre Identitét adeastandige T-Zelllinie noch diskutiert w8l
Die Sekretion grofer Mengen an IL-10 und T@Fsowie die Eliminierung myeloider
antigenprasentierender Zellen durch Granzym B sohd Hauptcharakteristika der
Trl-vermittelten Suppressiéil1*? Auch Th3-Zellen sezernieren groRe Mengen an |liid
TGF3L. Wahrend die natirlichen Tregs (nTregs) schon hynius entstehen, werden die
Trl-Zellen, Th3-Zellen und induzierten Tregs (iTsggrst in der Peripherie aus naiven CD4+
T-Zellen induziert®2

Fur Tregs ist der forkhead/winged helix Transkdpsfaktor (Foxp3) entscheidend an der
Entwicklung und Funktion beteilit?® und gilt in Mausen als relativ spezifischer zeiher
Marker. Beim Menschen ist die Foxp3-Expression égen nicht spezifisch flr Tregs, da
Foxp3 auch nach Aktivierung in konventionellen CDB-Zellen induziert werden kahis.
Einige Gruppen zeigten, dass humane CD4+Foxp3+ IEZe die eine geringe
Oberflachenexpression von CD12d-Kette des IL-7-Rezeptors) zeigten, eine verstarkte
immunsupprimierende  Aktivitat aufwieséfh Somit scheint die Kombination von
CD4+CD2%'9"CD127°"Foxp3+ geeignet um humane Tregs zu identifizieren.
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Die stabile Expression von Foxp3 wird epigenetisobguliert, wobei es durch
Demethylierungen an CpG-Motiven im Foxp3-Promotar zerstarkten Transkription des
Foxp3-Gens und einer verbesserten suppressiverzkageommt®. Die im Thymus gereiften
naturlichen Tregs (nTregs) weisen eine vollstandgeethylierung dieser CpG-Motive auf
und zeigen eine stabile Foxp3-Expression, die usadply von den aul3eren Bedingungen ist.
Im Gegensatz dazu weisemnvitro induzierte Tregs (iTregs) keine vollstandige Demgkérung

im Foxp3-Promotor auf, was zu ihrer Instabiltat ddstizitat fuhrt. Sie haben im Vergleich
zu den nTregs eine transientere Expression ihrédtifunell assoziierten Molekile, zu denen
z.B. Foxp3 und CTLA-4 gehoréft. Ein weiterer Unterschied zwischen nTregs undg$re
scheint die Expression von Helios zu sein, deMalsker fir nTregs gitf”.

Die invitro Konversion von iTregs aus naiven CD4+ T-Zellemlgtfin Gegenwart von hohen
Konzentrationen von TGB-und in Abwesenheit des pro-inflammatorischen ZyteKL-6.
Der Wachstumsfaktor IL-2 fordert hierbei die Tregfiersion und inhibiert die
Th17-Differenzierundt®,

Die suppressive Funktion der Tregs scheint hauplisficZellkontakt-abhéngig zu sein und
geschient auf mannigfaltige Weld& Hierzu zahlen z.B. die Eliminierung von
Effektor-T-Zellen oder antigenprasentierenden Zelia einem Granzym- oder Perforin-
abhangigen Mechanismus sowie die CTLA-4-abhéngigeruiterregulierung der
co-stimulierenden Molekiile CD80/86 auf D€ Auch die Molekiile Galectin-9/Timi% 141
GITR und PD-%3*?scheinen funktionelle Relevanz bei der Zellkontthangigen Suppression
zu besitzen.

AuBerdem tragt die Sekretion immunsupprimierendgokine wie TGFB, IL-10'? und
IL-35'*3 sowie die Absorption von Wachstumsfaktoren wi€lkzur Funktion von Tregs éf.
Ein weiterer Mechanismus der Treg-Suppression lihgt das suppressive Molekiil GARP
Das transmembrane GARP (glycoprotein-A repetitiprelominant) wird spezifisch nur auf
der Oberflache stimulierter Tregs exprimi&ttund bindet dort an einen Komplex, der als
latentes TGH3 bezeichnet wird. Dieser entsteht bei der intrak@en Spaltung von
pro-TGFf und setzt sich aus den miteinander assoziiertaitgpdukten LAP (Latency
Associated Peptide) und reifem T@Rusammetf®14” Vermutlich fiihrt die proteolytische
Spaltung von LAP zur Aktivierung des latenten T@EBauf der Treg-Oberflache, was letztlich
die Freisetzung von aktivem TQFinduziert*®, welches aber nur parakrin auf umgebende

Zellen wirkt4.



Einleitung 15

1.5. MAIT-Zellen

Die PSC ist stark mit chronisch entziindlichen Dakmankungen und einer Keimbesiedlung
der Galle assoziiert, so dass die antimikrobieNankosa-assoziierten invarianten T-Zellen
(MAIT-Zellen) eine Rolle bei der Entziindungsreaktio der Leber von PSC-Patienten spielen
konnter’.

Die hamatopoetischen MAIT-Zellen sind evolutionérSaugetieren konserviert und MR1
(nicht-klassisches MHC-1b  Molekiil) restringf€ft'>  Sie exprimieren einen
hochkonservierten T-Zellrezeptor mit einer invar@-Kette, die sich beim Menschen aus
dem AV1-Segment (&7.2) zusammensetzt, das mit dem TCRAJ338) und CDR3 einer
konstanten Lange assoziiert'?dt Der T-Zellrezeptor ist semiinvariant, weil dievariante
a-Kette variabel mit einer begrenzten Zahl af-Segmenten assoziiert it Dieser
T-Zellrezeptor ist gegen Vitamin B-Metabolite géitiet, die in fast allen Bakterien und Pilzen,
aber nicht in Viren, vorkommen und eine neue Klagsa Antigenen darstelléif. Die
Prasentation der Antigene erfolgt tGber das nicass#sche MR1-Molekil, das mit bis zu
80%-98% Sequenzhomologie zwischen den Spezies egbifi Diese starke
MR1-Konservierung weist auf einen selektiven evohdren Druck hin, der nur eine begrenzte
Menge an Polymorphismen zulié®

Die Expression von Chemokinrezeptoren wie CCR6, BB@nd CXCR9 weist auf einen
Gewebetropismus der MAIT-Zellen hin, wobei sie beugt im Darm, der Lunge und der
Leber gefunden werdéil**® Nach Aktivierung sezernieren MAIT-Zellen sehr selh
pro-inflammatorische Zytokine wie IRNund TNFx und scheinen mit die Hauptproduzenten
von IL-17 in der humanen Leber zu S&€in®® Diese Effektoraktivitit weist auf ihre
antimikrobiellen Eigenschaften hin, die sie nackmterung zu Infektionsherden entfalteh
Sie scheinen daher eine Schlusselrolle bei deefrifrkennung und Kontrolle mikrobieller
Infektionen zu spielér®.

MAIT-Zellen verlassen den Thymus mit einem naivégmotyp, bevor sie in der Peripherie zu
Gedachtniszellen expandieren, die CD45RO und Adtingsmarker wie CD161
exprimieref®. Sie sind eine homogene oligoklonale Zellpoputatitie 1%-10% der T-Zellen
im humanen Blut und 20%-40% der Leberlymphozyterrstélit und eine direkte
MR1-abhéngige antibakterielle Reaktivitat bestzt>® Im Gegensatz zum Menschen weisen
Mause kaum MAIT-Zellen ati?, besitzen aber hohere Frequenzen an invariantdi Zéfflen
(INKT), welche vorwiegend in der Leber und der Miiz finden sinéf°.

Die periphere MAIT-Zellfrequenz scheint in Krankiegi mit einer gestorten Balance des

Darmmikrobioms modifiziert zu sein, was bereits fultiple Sklerose, Diabetes und
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chronisch entziindliche Darmerkrankungen beschriehedé®12 Ob MAIT-Zellen in die
Pathogenese dieser Erkrankungen mechanistischziemplsind oder nicht spezifisch aus dem

Blut zu den Entziindungsstellen wandern, ist nochtrgeklart®.

1.6. Apoptose von T-Zellen

Eine defekte Apoptose in T-Zellen kann zu Autoimitétrund malignen Lymphomen fuhren
und konnte einer der pathogenetischen MechanisreerP8C sein. Hierfur spricht, dass
Genomweite Studien Assoziation zwischen PSC ungniRaoiphismen imBCL2L11-Gen
aufwiesen, welches furr das pro-apoptotische Birrigtotf 2

Apoptose ist ein Prozess des regulierten progranenieZelltodes, bei dem es zu keiner
Schéadigung des umliegenden Gewebes kommt. Siet spieé kritische Rolle in der
Entwicklung, Gewebehomdostase und der Immunitédass eine beeintrachtigte Funktion zu
pathologischen Erkrankungen wie Krebs, Autoimmunitéafektionen und degenerativen
Erkrankungen fiihren kaffi-16°

Die Apoptose endet final in der Aktivierung von @asen, einer Familie von Aspartat-
spezifischen Cysteinproteasen, wodurch es zum Abbsentieller Zellproteine komtt163
Morphologisch ist sie durch Chromatinkondensatiod Schrumpfen des Nukleus und des
Zytoplasmas charakterisiert, was letztlich zur Rragtierung der Zellen in
Plasmamembrangebundene apoptotische Koérperchen Ribse werden anschlie3end von
umgebenden phagozytotischen Zellen aufgenommeinuferen Lysosomen abgeb®it

Die kontrollierte Expansion und Kontraktion von Lghozyten wéhrend und nach einer
adaptiven Immunantwort ist nétig fiir die richtigenktion des Immunsysted?4 Téaglich
werden Millionen an Leukozyten vom h&matopoetiscBgstem gebildet, wobei viele durch
Apoptose eliminiert werden bevor sie den Blutstremeichen, z.B. auf Grund eines
dysfunktionellen T-Zellrezeptol®. Im Verlauf einer Immunantwort kommt es zur Akéiking
und klonalen Expansion von T-Zellen, was die Proidukvom T-Zellwachstumsfaktor IL-2
und die Hochregulierung seines Rezeptors auf dé€ellfnembran induziert. Die relative
Menge an Antigen und IL-2 im umgebenden Milieu lmestit letztlich Gber die Proliferation
und das Uberleben der T-Zelléh Nach Beendigung der Immunantwort sinken die
Konzentrationen an Wachstumsfaktoren wie IL-2 ath die meisten Effektor-T-Zellen gehen
durch Apoptose zu Grunde, um so die Homoostaseechifrzu erhalten. Nur wenige der
T-Zellen verbleiben als Gedéachtniszellen, so dassSehutz vor einer wiederkehrenden

Infektion mit demselben Erreger bestehen biéibt
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Die Induktion des programmierten Zelltodes von Tiefe kann in Vertebraten auf zwei
Signalwegen geschehen, die final bei der Aktivigruder Effektorcaspasen 3, 6 und 7
zusammenlauféri®. der extrinsische Restimulierungs-induzierte oellt(RICD) und der
Zytokinentzug-induzierte Zelltod (CWIE1t Defekte sowohl im RICD als auch im CWID
fihren zur exzessiven T-Zellakkumulation in untarsdlichen Stadien der Immunantwort und
stéren so die Immunhomagostase

Wahrend einer noch bestehenden Immunantwort induzéne Restimulierung des
T-Zellrezeptors einer bereits aktivierten reife@dle den programmierten Zelltod. Der RICD
erfolgt in Anwesenheit von IL-2 und dem Antigen unodterbindet eine Uberschiel3ende
T-Zellexpansion. Somit sorgt der RICD auch dafiasgdweitere T-Zellklone ausreichend
,Platz* erhalten, um auf Antigene zu reagieren magroliferieref’? Der RICD etabliert daher
einen suizidalen Schutzmechanismus fur aktivier#ellen, der auf der Quantitat und Qualitat
des Antigenstimulus, der Wachstumsfaktoren und esgit Umweltfaktoren beruht. Diese
Selbstregulierung minimiert Gewebeschaden durche einfektion, wobei in einem
funktionierenden Immunsystem eine Balance zwischBathogenbeseitigung und
T-Zellregulierung besteht. Defekte im RICD wurden in Patienten mit einer ékgppelten
lymphoproliferativen Erkrankung (XLP) gefunden, bler es auf Grund eines persistierenden
viralen Antigens zu einer Hyperproliferation demiyhozyten komnit®,

Die Induktion des programmierten Zelltodes erfolgfim RICD vorwiegend auf einem
extrinsischen Signalweg Uber die TodesrezeptordR) (@r Tumornekrose-Faktor-Rezeptor
Superfamilie (TNFR) an der zytoplasmatischen Zefhhean. Hierzu zahlt auch das
transmembrane Protein Fas (CD95), das als Homatrosiegt und durch Bindung vom
trimeren membrangebundenen Fas-Liganden (CD95k)simdertrans aktiviert wird. Dies
induziert die Bildung eines Tod-induzierenden Sligomplexes (DISC), welcher aus Fas und
FADD (Fas-assoziierte Todesdoméne) besteht undendiedals Plattform fr die Rekrutierung
und autokatalytische Aktivierung der Procaspasemd 10 dient’*1’% Die Expression von
Fas-Ligand muss streng kontrolliert vorliegen, dasenst zur unkontrollierten Apoptose
gesunder Zellen kommen kdnh Mutationen des Fas-Rezeptors, welche zu einem
dysfunktionellen Rezeptor fihren, wurden in Pagarit autoimmunen lymphoproliferativen
Syndrom entdeckf®17°

Fas und Fas-Ligand scheinen eine Schliisselrolie B&CD zu spielen, da die Inhibierung der
Bindung des Fas-Liganden an Fas die Zellen resigiegeniiber dem RICD maétt Die
Restimulierung des T-Zellrezeptors scheint IL-2adig die Expression des Fas-Liganden zu

induzieren, was zu einer gesteigerten Bildung dECDfuihrt®%. Auch der Bim-abhangige
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intrinsische Signalweg des CWID scheint am RIC2iligt zu sein, da Thymozyten ohne Bim
nach Restimulierung des T-Zellrezeptors resistageguber dem programmierten Zelltod
sind’%. AuBerdem fiihrt die T-ZellrezeptorrestimulierumgAnwesenheit von IL-2 auch zur
Hochregulierung von Bim und zur Fas-unabhangigen rmBabilisierung der
Mitochondrienmembrafi?. Somit scheinen sowohl Fas- als auch Bim-induziapoptotische
Signale den RICD zu optimier€h

Der Zytokinentzug-induzierte Zelltod (CWID) kontlielt die Kontraktion der T-Zellen nach
einer erfolgreichen adaptiven Immunantwort, so dass eine geringe Menge an
Gedachtniszellen erhalten blefst. Es wurde gezeigt, dass Tregs den CWID benuteen u
Immunantworten zu supprimieren, indem sie einel@Affinitat zu IL-2 und eine gesteigerte
Expression des IL-2-Rezeptors (CD25) auf ihrer @&emne im Vergleich zu aktivierten
Effektor-T-Zellen aufweisen und somit deren Zelltmajiinstiget*.

Die Induktion der Apoptose erfolgt beim CWID insiach und wird kontrolliert durch die
relative Expression der Mitglieder der Bcl-2 Famiilidie das &uf3ere mitochondrielle
Membranpotential (MOMP) regulier$ft. Nach Depolarisierung der Membran wird
Cytochrom c ins Zytosol entlassen, was zur Aktiwgy des Apoptosoms flihrt, das aus APAF1
(apoptotischer Protease-aktivierender Faktor 1Jo&yom ¢ und Procaspase 9 besteht. Dies
induziert die Spaltung der Procaspase 9 im Apophasad weiterer Caspasen, was schliel3lich
zum Zelltod fiihrt64184

Die Bcl-2 Familie besteht aus 3 Gruppen mit proxvbanti-apoptotischer Funktion, die starke
Homologien in bis zu vier ihrer als BH-Doméanen (B#)lbezeichneten Regionen besit#én
Die anti-apoptotischen Mitglieder Bcl-2, Bcl;xBcl-w, Mcl1, A1 und Boo unterbinden die
Funktion der pro-apoptotischen Effektoren Bax uiadt,Bvelche die direkte Permeabilisierung
der Mitochondrien induzieré®f. Bax und Bak sind somit direkte Effektoren des-Bcl
regulierten Signalwegs, wobei Bak ein integrales menprotein der &aulReren
Mitochondrienmembran ist und Bax im Zytosol vortt€§ Die pro-apoptotischen Mitglieder
der Bcl-2 Familie Bim, Bad, Bik, Bid, Harakiri, NaxPuma und Bmf detektieren Stresssignale,
aktivieren die pro-apoptoischen Effektoren Bax uBak und antagonisieren wiederum die
anti-apoptotischen Bcl-2 Mitglied®?. Ihre Bindung an die Effektoren Bax und Bak soane
die anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familierfolgt Uber ihre a-helikale
BH3-Domé&né®e

Das pro-apoptotische Protein Bim (Bcl-2-interactimgdiator of cell death) scheint eine
Schlusselrolle im intrinsischen Signalweg der Apsptzu besitzen, da CWID die Expression

von Bim hochreguliert und Bim aktiviéf8'8 Bim antagonisiert sowohl die anti-
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apoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie und widit Bax und Bak, welche die
Mitochondrienmembran permeabilisiet&h Die pro-apoptotische Funktion von Bim wird
sowohl durch die Transkriptionsfaktoren FOXO3a (uthx3. als auch posttranskriptionell
durch Phosphorylierung reguli€tt Die Kinase Ras/ERK (extrazellulare Signalregeiiete
Kinase) wird Uber den IL-2-Rezeptor aktiviert, wag Degradierung des Bim-Proteins und
Destabilisierung der Bim-RNA fuH¥.

Fas und Fas-Ligand scheinen keine Rolle beim istschen Zelltod zu haben, da ihr Fehlen
zu keiner verminderten Todesrate nach Entzug vdokiyen fihrt. Defekte im intrinsischen
Zelltod durch dysfunktionelles Bim-Protein scheiraber teilweise Uber den Fas-abhangigen
extrinsischen Zelltod kompensiert zu werden, da -Befiziente Mause nur milde
Autoimmunerkrankungen aufweisen. Somit konnen sieds und Bim gegenseitig

kompensieren und regulieren so effizient die T{Z@hdostasé**":
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Abb. 3: Extrinsische und intrinsische Signalwege, i@ zur Apoptose fiihrert®4

1.7. Plasmazytoide Dendritische Zellen (pDCs)

Auf Grund ihrer starken Typ | Interferon-Produktischeinen die pDCs eine wichtige Rolle in

einer Vielzahl von viralen, nicht viralen und sogatoimmunen Erkrankungen zu spiéfén
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Ein maoglicher Einfluss der pDCs auf die PSC-Pathege wird spekuliert. Hierfur spricht,
dass Genomweite Assoziationsstudien eine Assomiatischen PSC und Polymorphismen
im plasmazytoiden Transkriptionsfaktor E2-2/Tcf4tfellteriC.

DCs spielen eine wichtige Rolle in der angeboresewie der adaptiven Immunitét. Sie
erkennen Pathogene und initiieren adaptive Immuvamen®. Sie werden unterteilt in die
klassischen, myeloiden antigenprasentierenden Bi@ssfcal DC=cDCs) und die pDCs. Die
cDCs sind spezialisiert auf die Aufnahme von Patineg, deren Prozessierung und
anschlieBende Prasentation. Auf3erdem haben sie diberco-stimulierenden Molekile
CD80/CD86 die Fahigkeit, naive T-Zellen zu stimeig®. Sie sind bevorzugt in peripheren
Geweben zu finden, von denen sie Uber die affendnyenphgefal3e nach Pathogenaufnahme
in T-Zellreiche lymphatische Organe wandéfn

Bevorzugt befinden sich pDCs in den Lymphknoten, die sie vom Blut Gber die
hochendotheliale Venole (HEV) wandé&th Obwohl sie nur in geringer Frequenz
(0,2%-0,8%) im peripheren Blut vorliegen, stellen sieierlauf einer Virusinfektion 95% der
von mononukleéren Zellen im Blut produzierten Typterferone (IFNe/B) hert®8 Durch ihre
Interferon-Produktion rekrutieren und/oder aktieiersie fast alle Zellen des Immunsystems,
wie z.B. natirliche Killerzellen (NK-Zellen) oder ld8mazellen, so dass sie eine
Schlusselposition bei der Verbindung zwischen aagetem und adaptivem Immunsystem
besitzeA®®, Plasmazytoide DCs koénnen anhand ihres spezifisaBberflachenmarkers
BDCA2 (CD303) und der Expression von CD4 und CDidhtifiziert werdeh?®?® Sie
exprimieren aber im Unterschied zu den cDCs nuinger Mengen an MHCII und
co-stimulierenden Molekilé?. Als Zelllinien-spezifischer Marker wurde bei dpBCs der
Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktor (E-ProteinPE2/Tcf4 entdeckf! , dessen Deletion in
Mausen zur spezifischen Inhibierung der pDC Entimicy fihre©?,

1.8. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, immunologische Mechamsmzu erforschen, die an der
PSC-Pathogenese beteiligt sein konnten. Wir pesani dass bei Patienten mit PSC ein

Ungleichgewicht zwischen Immunzellaktivierung unthiunzellregulierung vorliegt.

1) Untersuchung der Expression pro-inflammatorischer Zitokine im peripheren
Blut von PSC-Patienten
In Vorarbeiten konnte bereits eine erhdhte perigherhl7-Antwort nach

Pathogenstimulation in Patienten mit PSC detekivertden. Zudem wies sowohl die
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2)

haufig auftretende Keimbesiedlung der Gallengarme RSC-Patienten als auch die
Detektion bakterieller RNA in PSC-Lebern auf eiretgmtielle Rolle von Pathogenen
und Th17-Zellen bei der PSC-Pathogenese’hidenomweite Assoziationsstudien zur
PSC bekraftigen diese Hypothese, da sie Assozatioler PSC mit Polymorphismen
in Genloci aufzeigten, die fir die Thl7-Differenzieg und fur die
Pathogenbeseitigung relevante Molekile kodi€reBs sollte in der vorliegenden
Arbeit untersucht werden, ob es bei PSC-PatienteNergleich zu Kontrollgruppen
nach Pathogenstimulation peripherer mononuklearefie (PBMCs) zu einer
verstarkten Produktion der pro-inflammatorischetokine IL-13 und IL-6 kommt.
Dies konnte dazu fuhren, dass bei der PSC CD4+ IlesZeradisponiert sind, zu
Th17-Zellen zu differenzieren.

AulRerdem sollte untersucht werden, ob im periphékn von PSC-Patienten im
Vergleich zu Kontrollgruppen per s vivo vermehrt IL-17-produzierende Zellen
vorliegen.

Auch die Rolle des pro-inflammatorischen Zytokiksly bei der Pathogenese der PSC
sollte durch Frequenzanalysen von {Hitoduzierenden Zellen im peripheren Blut und
durch Analysen der IFNSekretion von PBMCs bei PSC-Patienten und
Vergleichsgruppen bestimmt werden. Zudem sollte iperipheren Blut
durchflusszytometrisch die Frequenz IL-17/\FNo-produzierender Thl7-Zellen
untersucht werden, da sie in der Literatur als bhesrs pathogen beschrieben $tadt3

Ferner sollte die Expression des pro-fibrotischgtokins I1L-13 untersucht werden.

Charakterisierung der leukozytaren Zellzusammensetzng im peripheren Blut
von PSC-Patienten

Es sollte untersucht werden, ob es bei der PSGneu Bysbalance im Verhaltnis der
leukozytaren Populationen im peripheren Blut kommies konnte auf einen
potentiellen Einfluss dieser Zellen bei der PSQdauten. Hierfur sollte im Vollblut
von PSC-Patienten und Kontrollgruppen eine verpkicle Frequenzanalyse der
Neutrophilen, Monozyten, pDCs, DCs und Lymphozg&schlie3lich lymphozytarer
Unterpopulation wie z.B. der MAIT-Zellen uryd T-Zellen erfolgen.
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3)

4)

Charakterisierung regulatorischer Zellen und Moleklle im peripheren Blut von
PSC-Patienten

Da unsere Arbeitsgruppe bei der PSC bereits ethezierte periphere Treg-Frequenz
aufzeigen konnt®, sollte nun die Frequenz weiterer regulatorischelten wie der
Trl-Zellen in PSC-Patienten und Vergleichsgruppetersucht werden. Um mogliche
Mechanismen der von uns bereits im peripherendiitektierten vermindertan vitro
suppressiven Treg-Kapazitat von PSC-Patienten zentiftzieren, sollte bei
PSC-Patienten und Kontrollgruppen sowohl eine Sikreanalyse des
immunregulatorischen Zytokins IL-10 durch PBMCs alsch eine phanotypische
Charakterisierung von Tregs erfolgen. Fur die ph#ische Charakterisierung sollte
im peripheren Blut die Frequenz von Tregs bzw. CEfektor-T-Zellen bestimmt
werden, welche die immunregulatorischen Molekile RPA CTLA-4, PD-1 und
Tim-3 exprimieren. AuRerdem sollte die mittlere Eegsionsstarke dieser Molekule auf

Tregs bzw. Effektor-T-Zellen analysiert werden.

Charakterisierung der Apoptosesensitivitat von T-Zden im peripheren Blut von
PSC-Patienten

Auf Grund der Assoziation zwischen PSC und Polyrismpen im pro-apoptotischen
Molekiil Bim?”**postulieren wir eine verminderte Apoptoserate Eéfiektor-T-Zellen
als mdglichen pathogenetischen Mechanismus der RS@er vorliegenden Arbeit
sollte daher die Apoptosesensitivitat von T-Zellgch Induktion vom RICD und
CWID im peripheren Blut von PSC-Patienten und Medjisgruppen untersucht
werden. Zusatzlich sollte durch Expressionsanalyser bzw. anti-apoptotischer
Molekile bestimmt werden, welche Molekille poteh@eh apoptotischen Prozess des
RICD oder CWID in T-Zellen beteilgt sein kbnnteneHir sollte im peripherem Blut
eine Untersuchung des Expressionsniveaus von BassLigand, Bak und Bcl-2 in
T-Zellen von PSC-Patienten und Kontrollgruppen néathuktion von RICD oder
CWID im Vergleich zu T-Zellen ohne Apoptoseinduktierfolgen.
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2. Material und Methoden

2.1 Laborgerate

Geratebezeichnung

Hersteller

Analytische Waage ,Scout Pro®

Ohaus, Nanikon, Schweiz

Autoklav ,VX-120*

Systec GmbH, Wettenberg

CQ Inkubator ,Sanyo*®

Biomedica, Miinchen

Durchflusszytometer ,LSR II*

BD Biosciences, Hdioerg

Eisbehalter ,Magic Touch Icewear*

Bel-Art produdfg§ayne USA

ELISA-Auslesegerét ,,Opsys MRX TC II*

Dynex Techngles, Denkendorf

Flockeneismaschine ,AF-10"

Scotsman Ice Systems, Frimont S.P.A.,
Italien

Gefrierschrank (-20°C) ,,Economic Froster
Super”

Bosch, Stuttgart

Lichtmikroskop ,Axiovert 40 CFL”

Carl Zeiss Microiaging, Jena

Kihlschrank (4°C)

Philipp Kirsch GmbH, Offenburg

Kahltruhe (-80°C) ,Ultra Low”

Panasonic Biomedicaales Europe B.V.,
Etten Leur, Niederlande

Magnetriihrer ,MR 3001 K*“

Heidolph Instruments, Scthach

Magnetstander ,MACS® MultiStand"

Miltenyi BioteBergisch Gladbach

Neubauer Zahlkammer

Optik Labor Frischknecht, Baiga

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhilfe, Pipetus

Hirschmann Laborgeréte,rElaelt

Real Time qPCR Analysegerat
~otepOnePlus™*

Applied Biosystems by life technologies,
Darmstadt

Schittelwasserbad ,GFL 1083

GFL - Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel

Schittler und Heizblock ,Thermomixer
Comfort"

Eppendorf AG, Hamburg

Sicherheitswerkbank ,Lamin Air"

Thermo Fischer Stiéc, Schwerte

Spektrophotometer ,Nanodrop 2000

Thermo Fischeer8iic, Schwerte

Trennmagnet ,QuadroMACS™*

Miltenyi Biotec, Bergis@tadbach

Tisch-pH/lonen Messgerat ,Seven
Compact™S220*

Carl Roth, Karlsruhe

Tischzentrifuge ,,Biofuge pico®

Heraeus Instrumer@sterode

Vortex ,,Reax 2000

Heidolph Instruments, Schwabach

Thermocycler ,MJ Research DNA Engine
Dyad”

GMI, Ramsey USA

Zentrifuge ,5417R"

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge , Megafuge 2.0”

Heraeus Instruments etixie
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2.2 \Verbrauchsmaterialien

Produktbezeichnung Hersteller

Blutagarplatten Carl Roth, Karlsruhe
Blutentnahmerdhrchen ,S-Monovette® K- | Sarstedt, Nurnbrecht

EDTA"®

Filter ,Steriflip* 0,22 um Merck, Darmstadt
Flissigkeitsreservoirs VWR, Darmstadt

LS-Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
McFarland-Standard-GefalRe BD Biosciences, Heidglber
Mikrotiterplatte ,Maxisorp” Nunc, Schwerte

Mikrotiterplatte fur gPCR ,MicroAmp® Fas®pplied Biosystems by life technologigs,
Optical 96-well Reaction Plate” Darmstadt

Multifly Kandlen (grin) Sarstedt, Nurnbrecht

Nitril Schutzhandschuhe ,Micro-Touch* Ansell GmbM[inchen
Nylonsieb Cell Strainer 40 um BD Biosciences, Hiidey
Nylonsieb Cell Strainer 100 pm BD Biosciences, ldi#drg
Pipettenspitzen Sarstedt, Nurnbrecht
ReaktionsgefalRe 1,5 ml, 2ml Sarstedt, Nurnbrecht
ReaktionsgefalRe 15 ml, 50 ml Greiner bio-one, Eentlausen
R6hren, Flow Cytometry Sarstedt, Nurnbrecht
Serologische Pipetten Greiner bio-one, Grickenhause
Sterilfilter ,Filtropur V50* Sarstedt, Nurnbrecht
Verschlussfilm ,Rotilabo®" Carl Roth, Karlsruhe
Zellkulturplatten Flachboden, Rundboden, 9&arstedt, Nurnbrecht

well

2.3 Humanes Vollblut

Das Blut von PSC-, PBC- und AlH-Patienten wurdemehreren K-EDTA-Monovetten
(Sarstedt) in der Leberambulanz der I. Medizinischdinik des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf entnommen. Die PSC- und PBC-Qisgrerfolgte gemaR der EASL
Leitlinie®. Als Kontrolle diente Vollblut von Gesunden. Dieewendung der humanen
Blutproben erfolgte mit Zustimmung der lokalen Ekammission.

Insgesamt wurde Blut von 97 verschiedenen PSC+Ratieverwendet. Hierbei waren akute
bakterielle Cholangitiden und immunsuppressive d@pen mit mehr als 10 mg
Prednisolon/Tag Ausschlusskriterien fur die Expente. Fur die Stimulierung mit pathogenen
Keimen wurde Blut von 28 PSC- und 20 PBC-Patientexd 25 gesunden Kontrollen
verwendet. Dieex vivo Restimulierung von Vollblut mit PMA/lonomycin etfge bei
19 PSC-, 12 PBC- und 6 AlH-Patienten sowie 19 GeésnnZusatzlich wurde Blut von 29
PSC- und 17 PBC-Patienten sowie 16 gesunden Kéenirfilr die Untersuchung der Sekretion
pro-inflammatorischer Zytokine nach Stimulierung deZellrezeptors mit Antikdrpern gegen

CD3 und CD28 genutzt. Die Analyse der peripherarkdeytaren Zellzusammensetzung



Material & Methoden 25

erfolgte in 37 PSC-, 18 PBC- und 13 AlH-Patientewis in 19 gesunden Personen. 32
Patienten mit PSC, 13 mit PBC, 8 mit AIH und 16 uyete Kontrollen wurden bei der

Bestimmung der peripheren Frequenz plasmazytoides &ngeschlossen. Die Bestimmung
der Gesamtpopulation an DCs erfolgte mit 22 PS@BE- und 5 AlIH-Patienten sowie 10
Gesunden. Die periphere MAIT-Frequenz wurde in 3CR 16 PBC-, 13 AlH-, 6 RA-

(Rheumatoide Arthritis), 12 HCV-infizierten (Hep&iC Virus) und 15 UC-Patienten sowie
21 Gesunden bestimmt. Die Bestimmung der Trl1-Frerjéend in 30 PSC-, 9 PBC, 10 AlH-

Patienten und 15 gesunden Kontrollpersonen stdttlignExpression regulatorischer Molekile
wurde in 23 PSC- und 15 PBC-Patienten und 19 Gesuddrchgefihrt. Zur Messung der
Apoptosesensitivitat wurde Vollblut von 34 Patienteit PSC, 26 mit PBC und 34 Gesunden

verwendet.

2.4 Chemikalien und Losungen

Das Fetale Kalberserum (FCS) wurde vor der Verwegdwur Inaktivierung von
Komplementfaktoren fur 30 min bei 56°C erhitzt. Die die Medien verwendeten Zusatze

wurden steril filtriert (PorengréfRe 0,22 pum).

Produktbezeichnung Hersteller
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Minchen
Aqua ad iniectabila Baxter, Unterschleil3heim
ABTS Carl Roth, Karlsruhe

Biocoll Merck, Darmstadt

Bovines Serumalbumin (BSA) ,Fraction V* PAA Labtwdes, Pasching, Osterreich
Calciumchlorid (CaG) x 2H0 Merck, Darmstadt
Chloroform ,J.T. Baker® Stabilized*” VWR, Darmstadt
Kompensationspartikel ,CompBeads* BD Pharmingendelberg
Cytofix/Cytoperni™ BD Pharmingen, Heidelberg
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth, Karlsruhe
DNase | Roche, Mannheim

EDTA Carl Roth, Karlsruhe

70% Ethanol Carl Roth, Karlsruhe
Erythrozytenlysepuffer ~ ,FACS LysingBD Pharmingen Heidelberg
Solution®

Fc-Rezeptor Bindungsinhibitor eBioscience, Frartkfur
Fetales Kéalberserum Invitrogen, Karlsruhe
HEPES Pufferan® Carl Roth, Karlsruhe
Glykogen Roche, Mannheim
Golgi-Plug BD Pharmingen, Heidelberg
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lonomycin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Isopropanol

Sigma-Aldrich, Steinheim

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt

Kaliumhydrogencabonat (KHGp

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat (KiRQy)

Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid (MgGIx 6H0)

Carl Roth, Karlsruhe

Magnesiumsulfat (MgS&x 7H0)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumacetat (NaC¥COO)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogenphosphat (dP Q)

Carl Roth, Karlsruhe

Pacific Orange Succimidyl Ester (PacO-NH

S) InviengDarmstadt

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin

Invitrogen, Darmstadt

Perm/Wash

BD Pharmingen, Heidelberg

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Sigma-Aldrich, Minchen

Proleukin (IL-2)

Novartis, Nurnberg

Purified Mouse Anti-Human CD3 (Klor
OKT3)

:BioLegend, Fell

Purified Mouse Anti-Human CD3

BD Pharmingen, Helaed

Purified Mouse Anti-Human CD28

BioLegend, Fell

RPMI1640+Glutama®*-1 Kulturmedium

Gibco, Damstadt

Schwefelsaure ($$Qy) 2N LOsung

Carl Roth, Karlsruhe

TMB Plus ready-to-use Substrate

Kementec Diagr&y$ioin

TRIS Pufferan®

Carl Roth, Karlsruhe

Triton X 100

Carl Roth, Karlsruhe

Trizol LS Reagenz

Ambion RNA by life

Darmstadt

technologig

2S,

Trypanblau (0,4%)

Invitrogen, Darmstadt

Tween® 20

Merck, Darmstadt

Wasserstoffperoxid 30% ¢@.)

Merck, Millipore, Darmstadt




Material & Methoden

27

2.5 Kits

Produktbezeichnung

Hersteller

cDNA-Synthese Kit ,High-Capacity”

Life Technologies, Darmstadt

Foxp3 Staining Buffer Kit, human

BD Pharmingen, ddberg

Human IFN ELISA Development Kit

PeproTech GmbH, Hamburg

Human IL-3 DuoSet ELISA Developmer
System

tR&D Systems, Wiesbaden

Human IL-6 ELISA Development Kit

PeproTech GmbH nitaurg

Human IL-10 ELISA Development Kit

PeproTech GmbHyrkburg

Human IL-13 ELISA Development Kit

PeproTech GmbHyrkburg

Human IL-17 ELISA Development Kit

PeproTech GmbHyrkburg

NucleoSpin® RNA/Protein

Machery Nagel, Duren

Pan T Cell Isolation Kit, human

Miltenyi Biotec, Bgsch Gladbach

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit |

BD Pharmimgéleidelberg

RNA-Isolationskit , Triprep”

Macherey-Nagel, Diiren

Reaktionslosung ,Probe Fast” fir gPCR

Analysegerat ,StepOnePlus™*

Kapa Biosystems, Inc., Wilmington, USA

2.6 Referenzkeime

Produktbezeichnung

Hersteller

Candida albicans (ATCC24433)

LGC Standards, Wesel

Enterococcus faecalis (ATCC29212)

LGC Standards, Wesel

Escherichia coli (ATCC25922)

LGC Standards, Wesel

Staphylococcus aureus (ATCC25923)

LGC Standards, Wesel
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2.7 Antikorper (AK) fir die Durchflusszytometrie

Antikdrperbezeichnung Klon Hersteller

CD3 Alexa Fluor 700 UCHT1 BioLegend, Fell

CD4 Pacific Blue RPA-T4 BioLegend, Fell

CD8 PE-Cy7 RPA-T8 BioLegend, Fell

CD8 Alexa Fluor 700 RPA-T8 BioLegend, Fell

CD14 Alexa Fluor 488 MS5E2 BD Pharmigen, Heidelberg
CD16 APC-Cy7 3G8 BioLegend, Fell

CD25 PE-Cy7 2A3 BioLegend, Fell

CD25 PE 2A3 BioLegend, Fell

CD45 V500 HI30 BD Pharmingen, Heidelberg
CDA45RA Alexa Fluor 700 HI100 BioLegend, Fell

CD56 APC CMSSB eBioscience, Frankfurt
CD123 PE 6H6 BioLegend, Fell

CD127 (IL-7RA) PE A019D5 BioLegend, Fell

CD127 (IL-7RA) Alexa Fluor 647 A019D5 BioLegend, Fell

CD161 PE HP-3G10| BiolLegend, Fell

CD195 (CCR5) Alexa Fluor 647 HEK/1/8%&ioLegend, Fell

CD196 (CCR6) Alexa Fluor 488 GO34E3 BioLegend, Fell

CD303 APC 201A BioLegend, Fell

CTLA-4 (CD151) PE L3D10 BioLegend, Fell

Foxp3 Alexa Fluor 488 259D BioLegend, Fell

GARP APC 7B11 BioLegend, Fell

HLA DR Alexa Fluor 700 L243 BioLegend, Fell

IFNy APC/Cy7 4S.B3 BioLegend, Fell

IL-17 Alexa Fluor 488 N49-653 BD Pharmingen, Helm
Lineage Cocktail (CD3/14/16/19/20/56) BioLegendll F

PD-1 (CD279) PerCP/Cy5.5 EH12.2H7 BioLegend, Fell

TCRyd PE 11F2 BD Pharmingen, Heidelberg
Tim3 PE F38-2E2 | BioLegend, Fell

Va7.2 FITC 3C10 BioLegend, Fell
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2.8 Puffer

BSA-Puffer 1x PBS
2% BSA

1x PBS,pH 7,4 KCI 2,7 mM
KH2PO4 1,5 mM
NaCL 137 mM
NaeHPO4 6,5 mM

MACS-Puffer 1x PBS
0,5% BSA
2.5 mM EDTA

2.9 Primer fur die Polymerase-Kettenreaktion

Primer fur die quantitative Polymerase-Kettenremakti

TagMan®Gene Expression Assay
(Applied Biosystems by life technologies
Darmstadt)

5

Sondennummer

BCL2L11 (BIM)

Hs00708019-s1

BCL2 Hs00608023-m1
BAK1 Hs00832876-g1
FASLG (FAS Ligand) Hs00181225-m1
GAPDH Hs03929097-g1

2.10 Software

Produktbezeichnung

Hersteller

FACS Diva6

BD Pharmingen, Heidelberg

GraphPad Prism®

GraphPad Software, Inc., San Diego, USA

StepOnePIud' Software V2.1.

Applied Biosystems by life techrgpés,
Darmstadt
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2.11 Zellbiologische Methoden
2.11.1 Bestimmung der Zellzahl

Um die Anzahl vitaler Zellen zu ermitteln, wurdes dellzahl mittels Neubauer Zéahlkammer
bestimmt. Hierfir wurde die Zellsuspension in eiretsprechenden Verdinnung mit
Trypanblau angeféarbt. Dieser Farbstoff wird durdk &lasmamembran lebender Zellen
energieabhangig ein- und wieder ausgeschleust.i®@alei toten Zellen nicht der Fall ist,
kommt es zur intensiven Blaufarbung des Zytoplasn@smit kann man zusatzlich zur
Zellzahlbestimmung Aussagen Uber die Zellvitalit@fen. Je 10 pl der mit Trypanblau
verdunnten Zellsuspension wurden in die Neubauenlkdénmer eingebrachund die
Zellkonzentration je Milliliter Losung wie folgt bechnet:

Zellzahl x Verdiinnungsfaktor x Kammerkonstanté 10

2.11.2Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen (PBNCs)

PBMCs wurden mittels einer Dichtegradientenzengation aus Vollblut isoliert. Wahrend der
Zentrifugation konnen PBMCs und Thrombozyten aufr@rihrer Dichte eine Schicht aus dem
synthetischen Polysaccharid Biocoll (Dichte: 1,@/ihl) nicht passieren, im Gegensatz zu
Erythrozyten, Granulozyten und toten Zellen. DieMREs, welche sich aus Lymphozyten und
Monozyten zusammensetzen, befanden sich nach #egattion in einer Intermediarschicht.
Als Ausgangsmaterial dienten pro Patient ca. 25/oilblut, von dem nach Zentrifugation
(5 min, Raumtemperatur (RT), 430 x g) das Blutplasmerworfen wurde. Die Sedimente
wurden in einem 50 ml Reaktionsgefal3 gesammeltraimdBS auf 35 ml aufgefillt. Diese
Blutzellsuspension wurde anschlieRend auf 15 méreauf RT erwéarmten Biocolllésung
geschichtet und fur 20 min bei 600 x g und ohnen®e zentrifugiert (RT). Die mit PBMCs
angereicherte Intermediarschicht wurde abgenommmah azweimal mit je 10 ml PBS
gewaschen (5 min, RT, 430 x g). Der Uberstand wigdeils dekantiert und das Zellpellet
anschlieend in 10 ml Zellkulturmedium resuspendied bis zur weiteren Behandlung bei

4°C gelagert.

2.11.3 Herstellung von hitzeinaktivierten Keimen

Kulturen vonCandida albicans, Escherichia coli, Enterococcus faecalis und Staphylococcus
aureus wurden tber Nacht auf Blutagarplatten gezogenchAref3end wurden die Kulturen in
ein McFarland-Standard-Gefal3 (0,85% NaCl) gegeberauf einen McFarland-Standard von

3,3 eingestellt, so dass die KonzentratiofirhObetrug. Die Keimlésung wurde nun zu je 1 ml
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in Eppis verteilt, in einem Thermocycler fiur 40 mhitzeinaktiviert (80°C,600 rpm) und
danach zentrifugiert (5 min, RT, 12400 x g). Derektand wurde dekantiert und das
Keimpellet mit je 1 ml PBS resuspendiert. Die hitaé&tivierten Keime konnten nun bei -80°C
bis zu ihrem weiteren Gebrauch gelagert werden. Alerilkontrolle wurden die

hitzeinaktivierten Keime im Brutschrank tGiber Naabhf einer Blutagarplatte kultiviert.

2.11.4 Stimulierung von PBMCs mit hitzeinaktivierten Keimen
Die PBMCs wurden in einer Konzentration von 3 ¥ Zellen/well in einem Volumen von
200 pl RPMI-Kulturmedium (2% FCS, 1% P/S) in 964wBundbodenzellkulturplatten
ausgesat. Die Stimulierung erfolgte mit hitzeinaktiten Bakterien bzw. Pilzen in einer
Konzentration von 1Keimen/ml. AnschlieBend wurden die stimulierteni@ebei 37°C und
5% CQ im Zellinkubator kultiviert. Die Abnahme der Zelikuriberstande fiur die
Bestimmung der Zytokinkonzentration erfolgte nadhhzdurch Abnahme von je 100 pl/well,

welche anschlieRend bei -20°C bis zur weiteren ¥aodung gelagert wurden.

2.11.5 Stimulierung von Zellen fur die Zytokinbestimmung im Zellkulturiberstand
Fur die Stimulierung von T-Zellen tber ihren T-Ze#leptor wurden PBMCs isoliert (s. 2.11.2)
und auf eine Konzentration von 1¥%&llen/ml in RPMI-Zellkulturmedium (5% FCS, 1% P/S)
eingestellt. In 96-well Rundbodenzellkulturplattearden je 50 pul AK/well in PBS verdinnter
anti-CD3 Antikorper (1pug/ml) ausgesat und mindestérh bei 37% und 5% COnkubiert.
Anschliel3end wurde ungebundener anti-CD3 Antikodoech Waschen mit PBS aus den wells
der Zellkulturplatte entfernt und die Zellsuspensiu je 200 pl/well in diese hineingegeben
und mit anti-CD28 Antikérper (1 pg/ml) co-stimuliebie Zellen wurden bei 37% und 5% €0
kultiviert. Die Zellkulturiberstdnde wurden zu jg0Lul/well nach 96 h abgenommen und bis
zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.11.6 Stimulierung von PBMCs fur die Analyse der Oberfladienexpression
regulatorischer Molekule
Die PBMCs wurden auf eine Konzentration von 1%Z8éllen/ml in RPMI-Zellkulturmedium
(5% FCS, 1% P/S) eingestellt. AnschlieRend wurdenZéllsuspension zu je 200 pl/well in
eine 96-well Rundbodenzellkulturplatte ausgesat omtl 100 U/ml IL-2 stimuliert. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte tber 72 h bei 3t¥#d 5% CQ. Die Zellen wurden danach fur
die weitere durchflusszytometrische Analyse der r@Ehenmarker und des
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Transkriptionsfaktors Foxp3 in 5 ml Rohrchen ublerfiund mit PBS/2% BSA gewaschen
(5 min, 4°C, 430 x g).

2.12 Immunologische Methoden

2.12.1 Zytokinbestimmung im Zellkulturiberstand mittels EL ISA
Die Konzentration der Zytokine im Zellkulturiibensth wurde mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) detektiert. Hierbei dem zwei Antikdrper benutzt, die
spezifisch das gleiche Molekil im Zellkulturiberstaerkennen, aber an unterschiedliche
Epitope binden. Durch den ersten AntikOrper wirds daytokin an eine Mikrotiterplatte
gebunden und anschlieend zusammen mit einem yietien Zweitantikdrper inkubiert. An
diesen Zweitantikbrper bindet anschlieRend eineep®ridin-gekoppelte Meerrettich-
Peroxidase, die durch Umsetzung ihres Substrats efiien Farbumschlag sorgt, der
photometrisch detektiert werden kann. Um die gesressoptische Dichte (OD) in eine
Proteinkonzentration umrechnen zu kénnen, wurdgeder Messung ein Standard mitgefuhrt.
Als Substrat der Peroxidase wurde bei der Detektam IL-13 Tetramethylbenzidin (TMB,
fertige Gebrauchslésung) eingesetzt. Bei der KamasBonsbestimmung von IRN IL-17,
IL-6, IL-10 und IL-13 wurde Diammonium-2,2"-azind-{@-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsaure

(ABTS) verwendet. Alle Konzentrationsbestimmungenlgten nach Herstellerprotokoll.

2.12.21solierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen aus PBMCs

Die PBMCs wurden wie in 2.11.2 beschrieben aus Dbhall mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Um T-Zelleu isolieren, wurden die Zellen mittels
Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) sortiert. éitir wurden die Zellen mit PBS unter
Standardbedingungen gewaschen (5 min, RT, 430 und)das Zellpellet in MACS-Puffer
resuspendiert (40 pl/1x1idellen). Die Zellsuspension wurde fiir 5 min bei 4%@ einem
biotinylierten Antikorpercocktail (10 pl/ixI@ellen) inkubiert, der aus Antikdrpern gegen
CD14, CD15, CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123 @iid235a (Glykophorin a)
bestand. Somit waren nur die T-Zellen nicht an Kirpper gebunden, wahrend Monozyten,
Dendritische Zellen, Neutrophile, B-Zellen, Eosihg, Granulozyten und Erythrozyten an
Antikdrper gekoppelt vorlagen. Anschliel3end wurdstarer MACS-Puffer zur Zellsuspension
gegeben (30 pl/1xI@ellen) und die Zellen mit anti-Biotin Magnetbed@6 pl/1x10 Zellen)
inkubiert (10 min, 4°C). In einem Magnetstander daieine LS-Saule gespannt und mit 3 ml
gekihltem MACS-Puffer aquilibriert. Die Zellsuspamswurde auf ein Volumen von je 500 pl

aufgefullt und auf die Séule gegeben. Alle Zellamdenen der Erstantikbrper gebunden hatte,
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wurden in der Saule zuriickgehalten, wahrend dieelled die Sdule passieren konnten und
sich im Durchfluss befanden. Die T-Zellen wurdesdmiel3end unter Standardbedingungen
gewaschen, der Uberstand verworfen und das Zetpéti 10 ml Zellkulturmedium
aufgenommen. Die Reinheit der so gewonnenen CD4-D8+ T-Zellen betrug 90-95% und

wurde durchflusszytometrisch bestimmt.

2.12.3 Durchflusszytometrie/Fluoreszenz Activated Cell Sdamg (FACS)
Bei der Durchflusszytometrie kann eine gro3e Zam Zellen analysiert werden, die mit
Fluorochrom-konjugierten Antikorpern oder fluoreseinden Molekilen angefarbt wurden.
Bei dieser Technik konnen verschiedenen Eigensamafter Zellen untersucht werden,
wahrend diese Zellen hintereinander eine dunne kdessier durchflie3en und von der Seite
von einem Laser definierter Wellenlange angestnabkliden. Photodetektoren messen dabei
die Lichtstreuung der Fluoreszenzfarbstoffe, dieMal fir die GroRe und Granularitat der
Zellen ist und deren Emission. Es kann sowohl detei exprimierender Zellen einer
Population als auch die relative Expression eiimeretnen Zelle bestimmt werden.
Um die Fluoreszenzkandle am verwendeten Durchfjteseter (FACS LSR 1) zu
kompensieren, wurden Einzelfarbungen der verwendetéluorochrome mit
Kompensationspartikeln durchgefuhrt. Au3erdem wuordagefarbte Zellen eingelesen, so
dass die Autofluoreszenz der Zellen bericksichtigtde. Um eine unspezifische Bindung der
Antikdrper auszuschlie3en, wurde fur jeden verwamdéntikérper auch eine Isotypkontrolle
mitgefarbt. Von der Analyse der Zellen wurden @&len und Dubletten ausgeschlossen. Die

Messungen wurden mit der FACS Diva6 Software ausgetv

2.12.3.1 Expressionsanalyse von Oberflachenmarkern mittels ACS-Analyse
Zur Expressionsanalyse von Oberflachenmarkern viudie Zellen in 5 ml ReaktionsgefalRe
uberfihrt (1x168Zellen/Réhrchen) und mit PBS/2% BSA gewaschen (8, @iC, 430 x g).
Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet i ICPBS/2% BSA mit 1-1Ql1 AK/Probe
im Dunkeln gefarbt (20 min, 4°C). Die ungebundeA@tikorper wurden anschlie3end durch
Waschen entfernt und das Zellpellet zur Fixierung% PFA aufgenommen (15 min, 4°C).
Zur Expressionsanalyse von Zellen im Vollblut wurde 50 pl Vollblut mit je 50 pl
PBS/2% BSA verdiunnt und mit 1-10 pl Antikorper/Reogefarbt. Die Erythrozytenlyse
erfolgte anschlie3end direkt durch Zugabe von jal1,FACS Lysing Solution® (1:10 mit
deionisiertem ED verdinnt) zur Vollblutsuspension. Nach einer létion im Dunkeln

(15 min, RT) waren die Erythrozyten lysiert und distlichen Zellen fixiert.
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Nach einem Waschschritt wurden die Zellen fur diectflusszytometrische Analyse in 300 pl
PBS aufgenommen und bis zur weiteren Analyse l§eig°Dunkeln gelagert oder intrazellular
gefarbt.

2.12.3.2 Vitalitatstest von Zellen fur die durchflusszytometische Analyse

Zur Detektion toter Zellen wurden die Zellen watd-ater Oberflachenfarbung zeitgleich mit
Pacific Orange Succimidyl Ester (PacO-NHS) gefaHtierbei handelt es sich um einen
Farbstoff, der in tote Zellen eindringt und an déréimine im Inneren der Zelle binden kann.
Intakte Zellen bleiben ungeféarbt, so dass diesedemToten abgegrenzt werden kénnen.
Zur Farbung toter Zellen wurde die Oberflachenamplkrfarbung wie in 2.12.3.1 beschrieben
durchgefuhrt, wobei gleichzeitig auch PacO-NHS ZAmtikGrpersuspension in einer
Verdinnung von 1:1000 hinzugegeben wurde. Die lakoh erfolgte fir 20 min bei 4°C im
Dunkeln. Die Zellen wurden anschlieRend gewascHsvor sie in 4% PFA fixiert

(15 min, 4°C) oder weiter intrazellular angefarhtrden.

2.12.3.3 Intrazellulare Antikbrperanfarbung von Zytokinen fu r die FACS-Analyse
Zur intrazellularen Antikérperanfarbung wurden diellen, deren Oberflache bereits geféarbt
vorlag, fixiert und permeabilisiert. Hierfur wurdesie Zellen gewaschen, das Zellpellet
anschlieBend in 250 pl Cytofix/Cytoperm aufgenommerd bei Dunkelheit inkubiert
(20 min, 4°C). Cytofix/Cytoperm enthalt Saponin,letes die Zellmembran permeabilisiert,
so dass Antikorper in die Zelle eindringen undaméilulare Proteine anfarben kénnen. Als
weiterer Bestandteil sorgt Monensin flr die Inhdntdes Proteintransports des Golgi-Apparats
zur Zellmembran. Nach der Inkubation wurden didefetweimal mit je 1 ml Saponin-haltigen
Perm/Wash-Puffer gewaschen, so dass die Porem #etlmembran aufrechterhalten blieben.
Der Perm/Wash-Puffer wurde nach Herstellerangab®d it deionisiertem kO verdinnt.
Nach Dekantierung des Uberstands wurde das Zatpéti 50 pl Perm/Wash-Puffer
resuspendiert und mit je 1-10 pl AK/Probe gefaBbtrin, 4°C). Um ungebundene Antikdrper
zu entfernen, wurden die Zellen noch zweimal mini?@&/ash-Puffer gewaschen, bevor sie in

300 ul PBS aufgenommen und bis zur FACS-Analysét@iim Dunkeln gelagert wurden.

2.12.3.4 Intrazellulare Anfarbung von Transkriptionsfaktoren (Foxp3)
Um intrazellul&r den Transkriptionsfaktor Foxp3 afézben, wurde das Foxp3 Pufferset nach
Herstellerangaben verwendet. Hierflr wurden dideahach der Oberflachenfarbung, die wie
in 2.12.3.1 beschrieben erfolgte, in 2 ml/R6hrcherP3 Puffer A (1:10 mit deionisiertem®
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verdunnt) resuspendiert und fur 10 min bei RT irmkrlin fixiert. Die Zellen wurden hiernach
mit je 1 ml PBS/2% BSA gewaschen und danach fuPgiemeabilisierung je 500 ul Foxp3
Puffer C hinzugefugt (1:50 in Foxp3 Puffer A verdf)nNach einer Inkubation von 30 min bei
RT im Dunkeln wurden die Zellen zweimal gewascharschlie3end erfolgte die intrazellulare
Anfarbung des Transkriptionsfaktors mit je 5 pl dasi-Foxp3 Antikdrpers in 100 ul PBS/2%
BSA fur 30 min bei RT im Dunkeln. Nach zweimaligaMaschen der Zellen wurde das
Zellpellet in je 300 ul PBS resuspendiert und his EACS-Analyse bei 4°C im Dunkeln

gelagert.

2.12.4 Restimulierung von Zellen mit PMA/lonomycin
Um PBMCs mit PMA/lonomycin zu stimulieren, wurderesk in einer Konzentration von
3x1® Zellen/ml in RPMI-Zellkulturmedium (5% FCS, 1% RP/8ufgenommen, welches
5 ng/ml PMA, 1 pg/ml lonomycin und 1 pg/ml GolgikBl enthielt. Hierbei unterband
Golgi-Plug den Proteintransport vom Golgi-Apparat Zellmembran. Die Zellen wurden zu
je 200 pl/well in eine 96-well Rundbodenzellkultlafpe ausgesat und tber 4 h bei 37°C und
5% CQ inkubiert. AnschlieRend konnten die Oberflacherkegr die toten Zellen und
intrazellular produzierte Zytokine fir die Durchgkzytometrie, wie in 2.12.3 beschrieben,
angefarbt und analysiert werden.
Fur die ex vivo Stimulation von Vollblut wurde dieses 1:1 mit RR&Eellkulturmedium
(1% P/S) vermischt und mit 25 ng/ml PMA, 5 pg/mhdonycin und 1 pg/ml Golgi-Plug
versetzt. Die Blutsuspension wurde zu je 200 pl/imedine 96/well Rundbodenzellkulturplatte
ausgesat und uber 4h bei 37°C und 5% @&ubiert. Im Anschluss wurde das Blutgemisch in
5 ml Réhrchen tberfihrt und die Oberflachenmarkggieich mit den toten Zellen angefarbt
(20 min, 4°C). Im Anschluss erfolgte eine Erythr@nyyse mit gleichzeitiger Fixierung der
Ubrigen Zellen (s. 2.12.3.1). Die Zellen konntem mde Ublich intrazellular angefarbt werden
(s. 2.12.3.3).

2.12.5Messung der Apoptosesensitivitdt von T-Zellen
Zur Analyse der Apoptosesensitivitat von CD4+ urd8& T-Zellen, wurden diese wie in
2.12.2 beschrieben isoliert und die T-Zellen Ubdwen T-Zellrezeptor stimuliert. Hierflr
wurden die Zellen in einer Konzentration von 1&Z&llen/ml in RPMI-Zellkulturmedium
(5% FCS, 1% P/S) resuspendiert. Je 200 pl/wellZédisuspension wurden zusammen mit
einem co-stimulierenden anti-CD28 Antikorper (1 mk/ in eine 96-well

Rundbodenzellkulturplatte gegeben. Diese war zuwibrje 50 pl/well eines T-Zellrezeptor-
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stimulierenden anti-CD3 Antikdrpers (1 pg/ml in PB&dunnt) befullt worden, welcher fur
mindestens 1 h bei 37% und 5% £ikubierte. Ungebundener anti-CD3 Antikérper wurde
durch Waschen mit PBS aus den wells der Mikrotiggtg entfernt. Die T-Zellstimulierung
erfolgte Uber 72 h bei 37°C und 5% £@nschlieRend wurden die so aktivierten T-Zellen i
15 ml Reaktionsrohrchen geerntet und dreimal mitGenl PBS unter Standardbedingungen
gewaschen. Die Uberstande wurden nach jedem Wadsithserworfen und das Zellpellet in
einer Konzentration von 1x{@ellen/ml in RPMI-Zellkulturmedium (5% FCS, 1% B/&i je
200 pl/well in eine 96- well Mikrotiterplatte ausgd. Das Zellkulturmedium wurde mit
100 U/ml IL-2 supplementiert. Nach 7 Tagen Kultiveg bei 37°C und 5% CGQvurden die
Zellen in ein 15 ml Reaktionsrohrchen geerntetaneimal mit je 10 ml PBS gewaschen, bevor
die Zellen in RPMI-Zellkulturmedium (5% FCS, 1% [P/8uf eine Konzentration von
1x1® Zellen/ml eingestellt wurden. AnschlieBend erfelglie Apoptoseinduktion auf zwei
unterschiedliche Arten, wahrend zeitgleich T-Zelbdme Apoptoseinduktion (200 pl/well) in
Zellkulturmedium (5% FCS, 1% P/S, supplementiettX®D U/ml IL-2) bei 37°C und 5% GO

kultiviert wurden.

Restimulierungs-induzierter Zelltod (RICD):

Fur die Induktion der Apoptose durch Restimulieriegeits aktivierter T-Zellen wurden die
Zellen in 5% FCS-haltigem Zellkulturmedium (suppétiert mit 100 U/ml IL-2) zusammmen
mit geringen Konzentrationen eines loslichen amB®ntikdrpers (Klon: OKT3, 100 ng/ml)

in eine 96-well Rundbodenzellkulturplatte (200 elvausplattiert.

Zytokinentzug-induzierter Zelltod (CWID):

Die Apoptose durch Entzug vom Zytokin IL-2 wurdduziert, indem die T-Zellen in 5%
FCS-haltigem RPMI-Zellkulturmedium ohne Zusatze Witerleukinen in einer 96-well

Mikrotiterplatte (200 p/well) kultiviert wurden.

Die Inkubation fir den RICD und den CWID erfolgtbeii 6 h (Expressionsanalyse via
gRT-PCR) bzw. 24 h (FACS-Analyse) bei 37°C und 5@.C

Nach 6 h wurde ein Teil der T-Zellen fur die Exmiesasanalyse pro- bzw. anti-apoptotischer
Molekile in ein 15 ml Réhrchen geerntet und unte&an8ardbedingung gewaschen. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet i @0 Trizol LS aufgenommen, was zur
Zelllyse fuhrte. Die Trizol-Zellsuspension wurdennbei -80°C bis zur anschliel3enden

RNA-Extraktion gelagert.
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Nach 24 h wurden die restlichen T-Zellen fur dieatiflusszytometrische Bestimmung der
Apoptosesensitivitdt geerntet und in 5 ml Ro6hrchi@perfihrt. Hierbei erfolgte die
Oberflachenfarbung der T-Zellmarker CD4 und CD8 wie2.12.3.1 beschrieben. Danach
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in je 1l0Arpexin V Bindungspuffer (1:10 mit
deionisiertem HO verdiinnt) resuspendiert. Durch Zugabe von je Bnrlexin V wurde das
Phospholipid Phosphatidylserin fur 15 min bei RT Duankeln angefarbt. Phosphatidylserin
befindet sich bei intakten Zellen auf der Inneresdér Plasmamembran und transloziert schon
wahrend der friilhen Phase der Apoptose auf die AdRien so dass es vom Phospholipid-
Bindungsprotein Annexin V gebunden werden kann.®@ssrauch von Annexin V erméglichte
die Apoptosedetektion vom frihen Stadium der Apsgtbis hin zum Zelltod. Die Farbung
wurde durch Zugabe von je 400 pl Annexin V Bindyngger gestoppt und die Zellen wurden
direkt durchflusszytometrisch analysiert. Der Zmlltwurde als prozentualer Zellverlust

guantifiziert, wobei T-Zellen ohne Apoptoseinduktials Vergleichsgruppe dienten.

Anzahl lebender Zellen (Apoptoseinduktion)

Prozentualer Zellverlust (1 — ( )) x100

Anzahl lebender Zellen (ohne Apoptoseinduktion)

2.13 Molekularbiologische Methoden

2.13.1 RNA-Isolierung aus T-Zellen
Zur Extraktion der RNA aus T-Zellen wurden diesd jai 700 ul Trizol LS lysiert. Nach
Zugabe von je 1 ul Glykogen und 200 pl Chlorofororae die Zellsuspension gemischt, so
dass eine optimale Phasendurchmischung erzieltavtitach 10 min Inkubation bei RT wurde
die Suspension zentrifugiert (15 min, 4°C, 12000)xso dass drei Phasen entstanden. Die
untere Phenolphase enthielt Zellreste und Protelieelnterphase genomische DNA und die
obere wassrige Phase RNA. Die RNA-Phase wurdemamineues Reaktionsgefal? tberfuhrt
und die RNA durch Zugabe von 25 ul 3M Natriumadésaing (pH 5,2) und 175 ul Isopropanol
bei -20°C Uber Nacht gefallt. Anschlieend wurde Hosung zentrifugiert (30 min, 4°C,
12000 x g) und der Uberstand verworfen. Das Pell@tde nun mit 500 pl 70% Ethanol
gewaschen (15 min, 4°C, 12000 x g), der Uberstaneiarfen und das Pellet fir 30 min unter
dem Abzug getrocknet. Der DNase-Verdau erfolgtellutugabe von je 100 pl des DNase-
Mastermixes aus dem NucleoSpin® TriPrep Kit zur RN#Sung. Nach anschlielBender
Inkubation bei 37°C (10 min) wurde wiederum die RN# 10 pl 3M Natriumacatatlosung
und 70 pl Isopropanol tUber Nacht bei -20°C gefdlite Suspension wurde nochmals
zentrifugiert (15 min, 4°C, 12000 x g) und mit 25070% Ethanol gewaschen (15 min, 4°C,
12000 x g). Nachdem das RNA-Pellet unter dem Algrigocknet wurde (30 min), wurde es
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in 30 pul RNase freiem # aufgenommen und fur 5 min bei 50°C inkubiert. Paiet wurde

nun vorsichtig resuspendiert und die Konzentratimindem Spektrophotometer bestimmt.

2.13.2 cDNA-Synthese
Die Umschreibung von RNA in cDNA erfolgte mit Hilfées ,High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits“ nach Herstellerangaben. Es veysdl pug RNA eingesetzt.

2.13.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion ermoéglichte die dmetie  Amplifikation von
DNA-Fragmenten und wurde eingesetzt um mittels tisiver Real Time-PCR die
Expression pro- und anti-apoptotischer Proteindestimmen, deren RNA zuvor in cDNA

umgeschrieben wurde (s. 2.13.2).

2.13.3.1 Quantitative Real Time-PCR (gRT-PCR)
Die Bestimmung der Expression von Molekulen, diewvant in den Prozess der Apoptose
involviert sind, erfolgte nach Herstellerangaben Hiife der in 2.9 aufgefthrten ,TagMan®
Gene Expression Assays”. In ihnen ist ein ungetabePrimerpaar enthalten, welches der
Amplifikation der entsprechenden cDNA dient. Aufsrd enthalten sie eine
sequenzspezifische Sonde, welche an den Quench& (Whor groove binder) und dem
Fluorophor FAM (6-Carboxylfluorescein) gebunden istach Bindung der Sonde an ihre
komplementére Zielsequenz wird das Fluorophor ésatgzt und die Detektion des so
entstandenen Fluoreszenzsignals dient dann dertiQziarung des Amplifikats. Fur die
gRT-PCR wurde pro well der unten angefiihrte Reakaasatz in eine 96-well Mikrotiterplatte

gegeben. Die Amplifikation erfolgte im ,Fast PlaRsn” in einem StepOnePI}$ System.
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Reaktionsansatz/well fur die gRT-PCR

cDNA 4,3 1

»TagMan® Gene Expression Assays”, Applied Biosystem 0,5 ul

.Probe Fast gPCR MasterMix Universal“, Kapa Biosyss$ 5 ul

,ROX Reference Dye High", Kapa Biosystems 0,2 ul

Fast Plate Run

Initiale Denaturierung: 95°C 0:20 min

40 x Zyklen: Denaturierung: 95°C 0:01 min
Annealing/Elongation: 60°C 0:20 min

Die Analyse der Daten erfolgte mittels der StepQu&lP Software V2.1. Als Haushaltsgen

wurde GAPDH verwendet, welches zur relativen Quiargrung diente Act, ct= cycle

threshold). Die Linearisierung der Werte erfolgtié ilfe der Formel: %2Act. Zur Berechnung

der n-fachen Expression behandelter Proben zu anielten Proben (Kontrollen) wurde der

Wert der Kontrollgruppe gleich eins gesetzt undidiegen Werte hierauf normalisiert.

2.14 Statistische Analysen

Fur die graphische und statistische Auswertung wdid Software GraphPad Prism® genutzt.
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte angegeben uagtgsch als Mediane dargestellt. Die
Signifikanz wurde beim direkten Vergleich von zv@iuppen mit dem nicht-parametrischen
Mann-Whitney-Test berechnet. Beim Vergleich von mals zwei Gruppen wurde die
Signifikanz mittels one-way ANOVA und dem nicht-paretrischen Kruskal-Wallis-Test

zwischen allen verwendeten Patientenkohorten getesbei alle Ergebnisse mit einem

p-Wert<0,05 als statistisch signifikant betrachietrden (0,05:*, p<0,01:**, p<0,001:***

P<0,0001:%+++),
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3 Ergebnisse
3.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Die klinischen Charakteristika der Patienten simd @abelle 2 angegeben. 49 PSC-Patienten
(50%) hatten ein assoziiertes Colitis Ulcerosa ighak Krankheitsbild, wahrend 12
PSC-Patienten (12%) an Morbus Crohn litten. In S&€HPatienten (37%) konnten chronisch
entzindliche Darmerkrankungen (CED) mittels Kolgskcausgeschlossen werden. 90 PSC-
(93%) und 70 PBC-Patienten (90%) wurden mit Ursoxgsholsaure (UDCA) in einer
medianen Dosis von 15 mg/kg Korpergewicht (PSC).d8y7 mg/kg Korpergewicht (PBC)
therapiert. 20 PSC-Patienten (20%) befanden sicétzlich unter immunsuppressiver
Therapie. Diese bestand in der Gabe von Azathidpnediane Dosis von 75 mg/Tag) oder
Prednisolon (mediane Dosis von 5 mg/Tag).

Tab. 2: Klinische Charakteristika des Patientenkoléktivs

Diagnosegruppe  Alter | Geschlecht  ALT AP Bilirubin CED UDCA/
(Jahren)|  (m/w) ({1870)] ({1870)] gesamt | (UC/ Immunsuppressive
(mg/dl) MC) Therapie
PSC (n=97) 43 64/33 46 146 0,8 49/12 90/20
(18-76) (11-603) | (24-984) | (0,2-32)
PBC (n=77) 60 5/72 27 119 0,4 3/0 70/10
(40-83) (9-90) (35-327) | (0,2-2,1)
AlH (n=25) 59 6/19 26 70 0,7 - 0/22
(23-78) (11-719) | (30-169) | (0,3-10,7)
UC (n=15) 46 9/6 19 64 0,4 15/0 0/12
(27-68) (12-51) | (42-128)| (0,2-1,1)
HCV (n=12) 50 10/2 47 84 0,6 - -
(38-72) (14-312) | (45-154) | (0,2-0,9)
RA (n=6) 37 1/5 19 60 - - 0/5
(32-79) (8-54) (43-84)
Gesund (n=64) 28 19/45 - - - - -
(19-52)

HCV= Hepatitis C Virusinfektion; RA= Rheumatoidethritis: ALT= Alaninaminotransferase; AP= alkaligch

Phosphatase; CED= chronisch entziindliche Darmekray UC= Colitis Ulcerosa; MC= Morbus Crohn;
UDCA= Ursodesoxycholsaure.

Normbereich: ALT<35 IU/l; AP<104 IU/l; Gesamtbilibin<1,2 mg/dl. Es sind die Mediane und die

Datenbereiche angegeben.
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3.2 Untersuchung der Expression pro-inflammatorischer Zitokine im
peripheren Blut von PSC-Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst die Expoesgro-inflammatorischer Zytokine bei
Patienten mit PSC untersucht. Hierbei erfolgte Alialyse im peripheren Blut sowohl nach
Pathogenstimulation als auch nach StimulierungRMiA/lonomycin und Stimulierung des

T-Zellrezeptors mit Antikbrpern gegen CD3 und CD28.

3.2.1 Verstarkte Produktion pro-inflammatorischer Zytokin e durch PBMCs von

PSC-Patienten nach Stimulation mit pathogenen Keinre

Th17-Zellen kdnnten entscheidend an der InduktemREC beteiligt sein, da sie eine wichtige
Rolle bei der Abwehr extrazellularer Pathogenelspiend dabei Autoimmunitét induzieren
konned®%* . In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zgiigen, dass die Galle, aber
auch die Leber von PSC-Patienten stark mit patremg&eimen (z.BC.albicans, E.faecalis,
Saureus) besiedelt ist, welche die Rekrutierung von Imnellen wie Thl7-Zellen
induziereR® und IL-13— und IL-6-abhangig zur Thi17-Induktion beitragen keérf®2
PSC-Lebern wiesen signifikant mehr IL-17-produziele Zellen im Vergleich zu Kontrollen
auf und aus PSC-Patienten isolierte periphere TeZeaeigten eine verstarkte Th17-Antwort
nach Pathogenstimulatigh

Da die Zytokine IL-B und IL-6 an der Thl7-Induktion nach Stimulationt pathogenen
Bakterien und Pilzen beteiligt zu sein scheff&€murden PBMCs aus Vollblut isoliert und mit
hitzeinaktivierten Keimen Uber 24 im vitro stimuliert. Die Zellkulturiberstande wurden
anschlielBend mittels ELISA auf die Zytokinsekretion IL-13 und IL-6 untersucht. Die
Ergebnisse der PSC-Kohorte wurden mit PBC-Patiesiteweitere autoimmune cholestatische
Lebererkrankung und gesunden Personen verglichen.

Aus PSC-Patienten isolierte PBMCs sezernierten argMich zu PBMCs aus PBC-Patienten
oder Gesundkontrollen signifikant mehr [IB-fhach Stimulation mit dem PilZ.albicans
(s. Abb. 4a, PSC= 8222 pg/ml vs Gesund= 4831 pgsBC= 4781pg/ml, p= 0.005), dem
pathogenen Bakteriufa.faecalis (s. Abb. 4b, PSC= 12827 pg/ml vs Gesund= 7959 pgém
PBC= 8227 pg/ml, p= 0,0015) odeBaureus (s. Abb. 4c, PSC=10698 pg/ml vs
Gesund= 6303 pg/ml vs PBC= 5683 pg/ml, p= 0,0046dressanterweise fihrte die
Stimulation mit dem nicht-pathogenen Bakteritficoli zu keinen Unterschieden in der
Produktion von IL-B zwischen den Vergleichsgruppen (s. Abb. 4d, PSTZ5g/ml vs
Gesund=5691 pg/ml vs PBC=7169 pg/ml, p>0,05). BieEegebnis ist konsistent mit
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Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, bei denen e$ namngzeitstimulation mit.coli zu
keinerlei signifikanten Unterschieden in der Th¥édguenz zwischen der PSC-, PBC- und
Gesund-Kohorte karfi
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Abb. 4: IL-1B-Zytokinsekretion von PBMCs nach Stimulierung mit C.albicans, E.faecalis, S.aureus und
E.cali. Vergleich zwischen Gesund-Kontrollen und PSC- un@®BC-Patienten.
Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (3)X¢1@l) wurden tber 24 h mit Keimen @&ml) stimuliert und deren

IL-1B3-Sekretion im Zellkulturiberstand mittels ELISA besnt. Stimulierung mit (alC.albicans, (b) E.faecalis,
(c) Saureus und (d)E.coli; (*p<0,05, **p<0,01).

Die Produktion des pro-inflammatorischen Zytokihs6lwar nachC.albicans-Stimulation in
PSC-Patienten verglichen mit den anderen Kontrbltkten signifikant erhoht (s. Abb. 5a,
PSC= 14278 pg/ml vs Gesund= 8439 pg/ml vs PBC= &®j/ehl, p= 0,0005). Stimulierung
mit E.faecalis verursachte zwar im Vergleich zu den gesunden fgtben eine signifikant
gesteigerte IL-6-Produktion durch PBMCs der PSGeRggn (s. Abb. 5b, PSC=20240 pg/ml
vs Gesund= 12550 pg/ml, p= 0,0013), es zeigte almr kein Unterschied zwischen der
PSC- und PBC-Gruppe (s. Abb. 5b, PBC= 18351 pgfml,05). Es kam zu keinen
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Unterschieden in der IL-6-Sekretion zwischen demt@rsuchten Kohorten nach Stimulierung
mit Saureus (s. Abb. 5¢, PSC= 28405 pg/ml vs Gesund= 2267thipgg PBC= 24073 pg/ml,
p>0,05) und E.coli (s. Abb. 5d, PSC= 41558 pg/ml @esund= 35063 pgl vs
PBC= 35069 pg/ml, p>0,05).
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Abb. 5: IL-6-Zytokinsekretion von PBMCs nach Stimulierung mit C.albicans, E.faecalis, S.aureus und
E.cali. Vergleich zwischen Gesund-Kontrollen und PSC- un@®BC-Patienten.

Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (3)X¢1f1l) wurden tber 24 h mit Keimen @&ml) stimuliert und deren
IL-6-Sekretion im Zellkulturiiberstand mittels ELIS#estimmt. Stimulierung mit (a§.albicans, (b) E.faecalis,
(c) Saureus und (d)E.coli; (*p<0,05, **p<0,01).

Zusammenfassend zeigten PBMCs aus PSC-Patientersigmfikant erhohte Sekretion von
IL-13 nach Stimulation mitC.albicans, E.faecalis und Saureus im Vergleich zu
Gesund-Kontrollen und PBC-Patienten. Die IL-6-Pidthn der PBMCs aus PSC-Patienten
war nur nach Stimulation mi€.albicans gegentuber beiden Vergleichsgruppen signifikant
erhoht, wahrend die IL-6-Sekretion nach StimulatiwhE.faecalis bei der PSC-Gruppe zwar

signifikant vermehrt im Vergleich zu den Gesundenlag, es aber zu keinem signifikanten
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Unterschied zwischen der PSC- und PBC-Gruppe kaenSbmulation mitSaureus fihrte zu

keinerlei Unterschieden in der IL-6-Sekretion dBMTs zwischen den 3 Gruppen.

3.2.2 Erhohte Th17-Zellfrequenz und IL-17-Sekretion im peipheren Blut von
PSC-Patienten

Da IL-17 gehé&uft in der Leber von PSC-Patienterkietrt wurde, wurde nun untersucht, ob
Patienten mit PSC eine verstarktesivo Differenzierung von CD4+ T-Zellen zu Th17-Zellen
aufweisen und dadurch per se eine erhdohte Frequennzherer IL-17-produzierender Zellen
gegeniber PBC- und AlH-Patienten sowie gesundentrlten besitzen. Dies konnte
maoglicherweise ein Resultat der erhéhten Keimlas@Ghllengange bei PSC-Patienten sein. Es
wurde Vollblutex vivo unspezifisch mit PMA/lonomycin stimuliert und ggozentuale Antell
von Thl7-Zellen und IL-17-produzierenden NK-Zelldarchflusszytometrisch analysiert.
HierfUr wurde zusatzlich zur Oberflachenfarbung eeimtrazellulare Zytokinfarbung
vorgenommen. Die Detektion der Thl7-Zellen erfolg@urch Anfarbung der
Oberflachenmarker CD3+CD4+ und des intrazellularefytokins IL-17. Die
IL-17-produzierenden NK-Zellen wurden als CD3-CD8617+ Lymphozyten identifiziert.

In Abb. 6a ist ein reprasentativer FACS-Blot mit @ating-Strategie zur Identifikation von
IL-17- und IFNy-produzierenden CD4+ T-Zellen dargestellt. Es segith, dass Patienten mit
PSC nach Stimulation einen signifikant erhéhtenefinton Zellen des Thl7-Phanotyps
(PSC= 1,77%) gegenuber Gesund- (1,33%), PBC- ¥d),1ihd AIH-Kontrollen (1,11%)
aufwiesen (s. Abb. 6bp= 0,0033), wohingegen zwischen den Kontrollgrupgesin
Unterschied detektierbar war. In der Frequenz dek7kproduzierenden NK-Zellen wies die
PSC-Gruppe keine Unterschiede zu den anderen Grugmple(s. Abb. 6¢, PSC= 2,08% vs
Gesund=1,85% vs PBC=1,25% vs AlH= 1,58%, p>0,05).

Thl7-Zellen, die zusatzlich zu IL-17 auch WNNoroduzieren, sind als pathogener
beschriebet?13und scheinen an der Entwicklung von Autoimmunitéd Entziindungen des
Darmsbeteiligt zu seiff?°® Bei der durchflusszytometrischen Bestimmung degentualen
Anteils von IL-17 und IFN co-produzierenden CD4+ T-Zellen (CD3+CD4+IL-17+\F)
war kein signifikanter Unterschied zwischen den useen und der PSC- und AIH-Gruppe
detektierbar (s. Abb. 6d, PSC= 0,36% vs Gesundg%,8s AlH= 0,21%, p>0,05). Auffallig
war, dass die Frequenz der IL-17/NBb-produzierenden CD4+ Zellen in der PBC-Kohorte
(0,18%) im Vergleich zu der PSC-Gruppe signifikeetmindert vorlag (p= 0,0158).
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Abb. 6: Prozentuale Verteilung von IL-17- bzw. IL-17/IFNy-produzierenden Zellen im peripheren Blut.
Vergleich zwischen Gesund-Kontrollen und PSC-, PBQ4nd AlH-Patienten.

Peripheres Vollblut wurdex vivo ber vier Stunden mit PMA/lonomycin stimuliert uddrchflusszytometrisch
die prozentualen Anteile IL-17-produzierender und-1¥/IFNy co-produzierender Zellen bestimmt.
(a) Reprasentative FACS-Blots der IL-17 und ypdsitiven CD4+ T-Zellen einer gesunden KontrdHeequenz
(b) IL-17-produzierender CD4+ T-Zellen (CD3+CD4+lZ+), (c) IL-17-produzierender NK-Zellen
(CD3-CD56+IL-17+) und (d) IL-17/IFM co-produzierenden CD4+ T-Zellen (CD3+CD4+IL-17+\A)
(*p<0,05, **p<0,01).

Da PSC-Patienten im peripheren Blut eine erhohte7dZellfrequenz nach Stimulation mit
PMA/lonomycin aufwiesen, wurde zur Bestatigung dassven die IL-17-Sekretion von
PBMCs aus PSC- und PBC-Patienten und gesundendflentnach Stimulation mit anti-CD3
und anti-CD28 be®6 h bestimmt. Die Analyse der Zytokinsekretion im Kalturiiberstand
erfolgte mittels ELISA. Es zeigte sich, dass im leich mit der gesunden Kontrollgruppe
(939,2 pg/ml) und der PBC-Kohorte (1132 pg/ml) dliel7-Sekretion der PSC-Gruppe
(1639 pg/ml) signifikant verstarkt stattfand (s.0Al, p=0,0014). Somit kbnnte die gesteigerte
Th17-Antwort in PSC-Patienten nach Pathogenstirimiztdurch die per se erhohte periphere
Th17-Frequenz und damit verbundene IL-17-Sekredibtért werden.
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Abb. 7: IL-17-Zytokinsekretion von PBMCs nach Stimuierung des T-Zellrezeptors. Vergleich zwischen
Gesund-Kontrollen und PSC- und PBC-Patienten.

Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (11®l) wurden tiber 96 h mit anti-CD3 und anti-CD28 {jug/ml)

stimuliert und deren IL-17-Zytokinsekretion im Zellturiiberstand mittels ELISA bestimmt; &f,05,

**p <0,01).

3.2.3 Die Frequenz IFNy-exprimierender Zellen im peripheren Blut und die
IFNy-Zytokinsekretion von PBMCs liegen bei PSC-Patiente unveréndert zu

Gesunden vor

Neben IL-17 wurde die Expression des pro-inflammsthen Zytokins IFN im peripheren
Blut von PSC-Patienten untersucht. fENas mit Gewebeschadiguassoziiert ig9*2% wird
von vielen Zellen des Immunsystems wie den zytstheén CD8+ T-Zellen, den Thl-Zellen,
NK-Zellen und denyd T-Zellen produziert. Nach Stimulierung von perigmarVollblut mit
PMA/lonomycin wurde der prozentuale Anteil der N-produzierenden CD4+ T-Zellen
(CD3+CD4+), zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8+), NkiEn (CD3-CD56+) und
yo T-Zellen (CD3+TCRo+) nach Oberflachenfarbung und intrazellularer Eyttirbung
durchflusszytometrisch bestimmt. Wéahrend die Fraguen IFN-produzierenden CDA4+
T-Zellen (s. Abb. 8a, PSC= 26,35% vs Gesund= 21,85%BC= 27,4% vs AlH= 23,99%,
p>0,05),yd T-Zellen (s. Abb. 8c, PSC= 71,94% vs Gesund= 72,1 PBC= 68,25% vs
AlH= 69,67%, p>0,05) und NK-Zellen (s. Abb. 8d, R§@0,08% vs Gesund= 50,63% vs
PBC= 38,94% vs AlH= 40,90%, p>0,05) keine signifiten Unterschiede im peripheren Blut
zwischen den analysierten Kohorten aufwies, zeidtatienten mit PBC eine signifikant
erhohte Anzahl IFMproduzierender CD8+ zytotoxischer T-Zellen im Merch zu den
gesunden Kontrollen (s. Abb. 8b, PSC= 55,32% vsu@ass 42,73% vs PBC= 64,94% vs
AlIH= 45,45%, p=0,0011).
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Abb. 8: Prozentuale Verteilung von IFNy-produzierenden Zellen im peripheren Blut. Vergleid zwischen
Gesund-Kontrollen und PSC-, PBC- und AlH-Patienten.

Peripheres Vollblut wurdex vivo lber vier Stunden mit PMA/lonomycin stimuliert uddrchflusszytometrisch
die prozentualen Anteile der (a) IfH@roduzierenden CD4+ T-Zellen (CD3+CD4+ WA, (b) IFNy-
produzierenden CD8+ T-Zellen (CD3+CD8+ HNfN+), (c) IFNy-produzierenden yo T-Zellen
(CD3+TCR+IFNy+) und (d) IFN~produzierenden NK-Zellen (CD3-CD56+ 1N bestimmt; (**p<0,01).

Um die IFNy-Sekretion von T-Zellen zu untersuchen, wurden PBNEOliert und diese mit
anti-CD3 und anti-CD28 Uber 96 h stimuliert. Dig@inmenge im Zellkulturiiberstand wurde
mittels ELISA untersucht und die Ergebnisse zwisclRSC- und PBC-Patienten sowie
gesunden Kontrollpersonen miteinander verglicheneff§aben sich dabei keine Unterschiede
in der IFNy-Produktion zwischen den untersuchten Gruppenigb. 8, PSC= 13990 pg/ml vs
Gesund= 15160 pg/ml vs PBC= 13085 pg/ml, p>0,0%s& Ergebnis korreliert mit der
vorherigen Beobachtung, dass, mit Ausnahme der CD&¢llen bei PBC-Patienten, keine
Unterschiede in der Frequenz WNeNroduzierender T-Zellen zwischen den analysierten
Gruppen vorliegen (s. Abb. 8a, 8c, 8d). Somit suh@as pro-inflammatorische Zytokin IgN

im peripheren Blut von PSC-Patienten eine untedyegie Rolle zu spielen.
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Abb. 9: IFNy-Zytokinsekretion von PBMCs nach Stimulierung des TZellrezeptors. Vergleich zwischen
Gesund-Kontrollen und PSC- und PBC-Patienten.
Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (1X1®l) wurden tiber 96 h mit anti-CD3 und anti-CD28 {jug/ml)

stimuliert und deren IFdZytokinsekretion im Zellkulturiberstand mittels HA bestimmt.

3.2.4 Verstarkte IL-13-Sekretion im peripheren Blut von PSC-Patienten

Auf Grund des fibrotischen Charakters der PSC wuddsweiteren die Sekretion des
pro-fibrotischen Zytokins IL-13 sowohl in PSC- uRBC-Patienten als auch in Gesunden
untersucht. I1L-13 wird von verschiedenen Zellen ldesiunsystems wie den CD4+ T-Zellen,
NKT-Zellen und Mastzellen produzié?t und scheint entscheidend an der Fibrosierungrviele
Organe, einschlieRlich der Leber, beteiligt zu ¥&inDie IL-13-Sekretion wurde nach
Stimulierung des T-Zellrezeptors mit Antikérpern gga CD3 und CD28 im
Zellkulturiberstand mittels ELISA bestimmt. Patemtmit PSC wiesen signifikant erhdhte
IL-13 Mengen im Vergleich zu den gesunden Kontrobef (s. Abb. 10, PSC= 3006 pg/ml vs
Gesund= 2208 pg/ml, p= 0,0192). Im Vergleich zuCP8iner Erkrankung, die ebenfalls einen
fibrotischen Charakter aufweist, konnten keine Ubukiede detektiert werden
(PBC= 2281 pg/ml, p>0,05). Die IL-13-Sekretion faaeth in den Zellen der PBC-Patienten
verstarkt statt, hier zeigten sich aber keine $ikpmten Unterschiede zu der gesunden
Kontrollgruppe (p>0,05).
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Abb. 10: IL-13-Zytokinsekretion von PBMCs nach Stinulierung des T-Zellrezeptors. Vergleich zwischen
Gesund-Kontrollen und PSC- und PBC-Patienten.

Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (1X1@l) wurden tGber 96 h mit Antikdrpern gegen CD3 @028
(e 1 pg/ml) stimuliert und deren IL-13-Zytokinsekion im Zellkulturiiberstand mittels ELISA bestimmt
(*p=<0,05).



Ergebnisse 50

3.3 Einfluss chronischer Darmentziindungen und Keimbesiung der
Gallengange auf die Zytokinexpression von PBMCs bétatienten
mit PSC

PSC ist stark mit chronischen entziindlichen Darnaekungen (CED) assoziiértind es
kommt geh&uft zu Besiedlungen der Gallengéange atliqgenen Keimen wi€.albicans™.
Durch die assoziierte CED kdnnten pathogene Bakiaiurch den entziindeten permeablen
Darm zur Leber translozieren und dort die Aktiviegues Immunsystems und Entziindung des

biliaren Trakts induzieref

3.3.1 Verstarkte Produktion pro-inflammatorischer Zytokin e durch PBMCs von
PSC-Patienten nach Stimulation mit pathogenen Keimeist unabhangig von
CED und Keimbesiedlung der Gallengéange

Es sollte nun ermittelt werden, ob die bei der P&@iegende erhthte Produktion der
pro-inflammatorischen Zytokine ILBLund IL-6 durch PBMCs nach Stimulation mit den
Keimen C.albicans, E.faecalis und Saureus (s. Abb. 4+5) von einer assoziierten CED oder
Keimbesiedlung der Gallengange abhangig ist. Uns die untersuchen, erfolgte eine
Subgruppen-Analyse der in 3.2.1 analysierten PS{@ian, deren PBMCs aus Vollblut
isoliert und tGber 24 h mit hitzeinaktivierten Baké® und Pilzen stimuliert wurden. Die durch
PBMCs produzierten Mengen an I[31und IL-6 im Zellkulturiberstand wurden zwischen
PSC-Patienten ohne und mit assoziierter CED vdrgtic Die IL-PB-Sekretion der PBMCs
nach Stimulierung mitC.albicans (s. Abb. 1la, PSC ohne CED= 9621 pg/ml vs
PSC+CED= 7405 pg/ml, p>0,09},faecalis (s. Abb. 11c, PSC ohne CED= 14828 pg/ml vs
PSC+ CED= 11650 pg/ml, p>0,05) uBdureus (s.Abb. 11e, PSC ohne CED= 12325 pg/ml
vs PSC + CED= 9387 pg/ml, p>0,05) zeigte keine ikgmten Unterschiede zwischen
PSC-Patienten mit bzw. ohne assoziierte CED. Awldeér IL-6-Sekretion nach Stimulation
mit C.albicans (s. Abb. 11b, PSC ohne CED= 14594 pg/ml vs PSC+CEMD4I48 pg/ml,
p>0,05),E.faecalis (s. Abb. 11d, PSC ohne CED= 21264 pg/ml vs PSEB£19914 pg/ml,
p>0,05) undsaureus(s. Abb. 11f, PSC ohne CED= 33871 pg/ml vs PSC B€E6029 pg/ml,
p>0,05) zeigten sich keine signifikanten Untersdaiewischen den beiden Gruppen.
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Abb. 11: IL-1B- und IL-6-Zytokinsekretion von PBMCs nach Stimulierung mit C.albicans, E.faecalis und
S.aureus. Vergleich zwischen PSC-Patienten ohne bzw. mit saziierter CED.

Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (3X¥I®@l) wurden Uber 24 h mit pathogenen Keimen?g(hl)
stimuliert und deren ILfi- (a, ¢, d) und IL-6-Zytokinsekretion (b, d, e) inelikulturiiberstand mittels ELISA

bestimmt. Stimulierung mit (a, I&).albicans, (c, d)E.faecalis und (e, f)Saureus.
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Es wurde nun die ILf3- und IL-6-Sekretion von PBMCs bei Patienten ohmal umit
Keimbesiedlung der Galle verglichen, um einen pi¢#rdurch die Gallengangsbesiedlung
induzierten Effekt zu identifizieren. Es zeigtelsicdass die durch Gallekultur nachweisbare
Keimbesiedlung der Gallengadnge anscheinend keiffektiauf die Produktion von ILfAund
IL-6 durch PBMCs nach Stimulierung nf.albicans (s. Abb. 12a+12b, ILf: PSC ohne
Keime= 7002 pg/ml vs PSC+ Keime= 8370 pg/ml, p>P,0k-6: PSC ohne
Keime= 12888 pg/ml vs PSC+ Keime= 15284 pg/ml, P5PundE.faecalis (s. Abb. 12c+ 12d,
IL-13: PSC ohne Keime= 13823 vs PSC+ Keime= 12634 pgir0,05; IL-6: PSC ohne
Keime= 16457 pg/ml vs PSC+ Keime= 20854 pg/ml, 5P aufwies. Hierbei ist aber zu
beachten, dass die GruppengroRe von PSC-Patietmeea Besiedlung der Gallengange
womoglich zu klein war, um vergleichende Aussageberi den Einfluss von
Gallengangskulturen machen zu kénnen. Zusatzlichrdevu der Einfluss der
Gallengangsbesiedlung auf die IB-1und IL-6-Produktion von PBMCs nach Stimulierung
mit Saureus untersucht (nicht dargestellt). Hier kam es zuné&ri Unterschieden zwischen
Patienten ohne und mit Gallengangsbesiedlung, esd aber keine sicheren Aussagen
gemacht werden, da die GruppengrtRe der PSC-Ratiehine Keimbelastung zu klein war
und weitere Analysen folgen missen. Somit scheiie drhdhte Produktion der
pro-inflammatorischen Zytokine ILELund IL-6 nach Stimulation m.albicans (s. Abb. 4a+
5a) bzw. von IL-B nach Stimulation miE.faecalis (s. Abb. 4b) un&.aureus (s. Abb. 4c) ein
spezifischer Mechanismus der PSC zu sein, der @mgop von einer CED und einer

Keimbesiedlung der Gallengange ist.
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Abb. 12: IL-1B- und IL-6-Zytokinsekretion von PBMCs nach Stimulierung mit C.albicans und E.faecalis.

Vergleich zwischen PSC-Patienten ohne bzw. mit naghwiesener Keimbesiedlung der Gallengénge.
Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (3X¥I®l) wurden Uber 24 h mit pathogenen Keimeng(hl)
stimuliert und deren ILfi- (a+ c¢) und IL-6-Zytokinsekretion (b+ d) im Zellkutiiberstand mittels ELISA

bestimmt. Stimulierung mit (a, I6).albicans und (c, d)E.faecalis.

3.3.2 Erhohte Thi17-Zellfrequenz und IL-17-Sekretion im peipheren Blut von
PSC-Patienten ist unabhangig von CED und Keimbesidahg der Gallengange

Um zu ermitteln, ob die in 3.2.2 nachgewiesene Ruhg der Th17-Frequenz im peripheren
Blut von PSC-Patienten (s. Abb. 6b) von einer assten CED oder von einer
Keimbesiedlung der Gallengéange abhangt, erfolgie &ubgruppen-Analyse der in 3.2.2
eingeschlossenen PSC-Patienten. Hierfir wurde die’-Zellfrequenz (CD3+CD4+IL-17+)
von PSC-Patienten ohne bzw. mit assoziierter CEResohne bzw. mit durch Gallekultur

nachgewiesener Keimbesiedlung der Gallengdnge mddiA/lonomycin Restimulierung
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durchflusszytometrisch analysiert und miteinandenglichen. Es waren keine signifikanten
Unterschiede im prozentualen Anteil der Th17-Zeltgnschen der PSC-Kohorte ohne CED
(2,06%) und mit CED (1,51%) erkennbar (s. Abb. 18a0,0943). Es fiel aber auf, dass der
Anteil von Zellen des Th17-Phéanotyps in PatienteneoCED tendenziell erhéht gegentuber
der Gruppe mit CED vorlag. Auch zwischen der PS@dtte ohne (1,92%) bzw. mit

Keimbesiedlung der Gallengange (1,44%) traten keaigmifikanten Unterschiede in der

Th17-Frequenz auf (s. Abb. 13b, p>0,05). Somit stltBe erhdohte periphere Th17-Frequenz
charakteristisch fir die PSC zu sein und resultiertnutlich nicht aus der assoziierten CED

oder kulturell nachweisbaren Keimbesiedlung deleagknge.
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Abb. 13: Prozentuale Verteilung von IL-17-produzieenden Zellen im peripheren Blut von PSC-Patienten.
PeripheresVollblut wurdex vivo Uber vier Stunden mit PMA/lonomycin stimuliert uddrchflusszytometrisch
die prozentualen Anteile der IL-17-produzierend@€ T-Zellen (CD3+CD4+IL-17+) bestimmt. (a) Vergthi
zwischen Patienten ohne bzw. mit assoziierter CHb), Vergleich zwischen Patienten ohne bzw. mit

nachgewiesener Keimbesiedlung der Gallengénge.

PBMCs aus PSC-Patienten zeigten in 3.2.2 nach $¢imang des T-Zellrezeptors eine erhéhte
IL-17-Sekretion (s. Abb. 7). Um herauszufinden,esbsich hierbei um einen Effekt handelt,
der von der assoziierten CED bzw. Keimbesiedlumgsd#lengédnge abhangig ist, erfolgte eine
Subgruppen-Analyse der in 3.2.2 untersuchten PSiérPen. Hierbei wurde die
IL-17-Zytokinsekretion der PBMCs, die uber 96 h raitti-CD3 und anti-CD28 stimuliert
wurden und deren Zytokinsekretion im Zellkulturigiand mittels ELISA bestimmt wurde,
zwischen PSC-Patienten ohne und mit assoziiertd G&v. ohne und mit hachgewiesener
Keimbesiedlung der Gallengénge verglichen. Die letdadl_-17-Produktion schien unabhangig
von einer CED zu erfolgen, da kein Unterschied zinesm PSC-Patienten ohne und mit CED
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vorlag (s. Abb. 14a, PSC ohne CED= 1613 pg/ml v6 PEED= 1653 pg/ml, p>0,05). Auch
ein Einfluss von Keimen in der Galle auf die IL-$ékretion schien ausgeschlossen, da es
zwischen den PSC-Kohorten ohne und mit Keimbesmedlzu keinen signifikanten
Unterschieden kam (s. Abb. 14b, PSC ohne Keime® pganl vs PSC+ Keime= 1668 pg/ml,
p>0,05).
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Abb. 14: IL-17-Zytokinsekretion von PBMCs nach Stinulierung des T-Zellrezeptors.

Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (1X1®l) wurden tiber 96 h mit anti-CD3 und anti-CD28 {jug/ml)
stimuliert und deren IL-17-Zytokinsekretion im Zellturiberstand mittels ELISA bestimmt. (a) Verglei
zwischen PSC-Patienten ohne bzw. mit assoziief#d,Eb) Vergleich zwischen PSC-Patienten ohne bmit.

nachgewiesener Keimbesiedlung der Gallengange0(fb, **p<0,01).
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3.4 Charakterisierung der leukozytaren Zellzusammensetzng im
peripheren Blut von PSC-Patienten

Es sollte nun untersucht werden, ob es im periphBhat der PSC-Patienten zu einem gestdrten
Verhaltnis der Zellpopulationen kommt. Hierfur warddlie Frequenz der Monozyten,

Neutrophilen, Lymphozyten, pDCs, DCs und MAIT-Zalleestimmit.

3.4.1 Anteile der Leukozyten- und Lymphozyten finden sichbei PSC-Patienten

unverandert zu Kontrollen

Um den Einfluss unterschiedlicher Zellpopulatiomamperipheren Blut von PSC-Patienten zu
untersuchen, wurde die Zellzusammensetzung der dzgtgnpopulationen im Vollblut
durchflusszytometrisch anhand der prozentualen iknte von Lymphozyten
(CD45+CD14-CD16-), Neutrophilen (CD45+CD16+) und mdayten (CD45+CD14+)
bestimmt. In Abb. 15a ist ein exemplarisches Beisder Gating-Strategie aufgezeigt. Um
Abweichungen innerhalb der PSC-Zellpopulationendauntifizieren, wurden die Ergebnisse
mit den autoimmunen Lebererkrankungen PBC und Abiwis gesunden Kontrollen
verglichen. Es zeigte sich in den prozentualen #énflssen der Lymphozyten kein
Unterschied zwischen den PSC-Patienten und denhdgen&ontrollgruppen (s. Abb. 15b,
PSC= 33,24% vs Gesund= 35,52% vs PBC= 32,73% vs=AlH4%, p>0,05). Ebenso
erbrachte die Analyse der Neutrophilen (s. Abb., PE8C=56,91% vs Gesund= 54,89% vs
PBC= 56,87% vs AlIH= 65,08%, p>0,05) und Monozyten Abb. 15d, PSC= 7,38% vs
Gesund= 6,60% vs PBC= 7,40% vs AlH= 5,70%, p>0,kéne Unterschiede in der
prozentualen Verteilung der Zellpopulationen. Déesst darauf schlie3en, dass per se keine
Dysbalance im Verhéltnis von Leukozyten im Vollbhan PSC-Patienten im Vergleich zu den

Kontrollgruppen vorliegt.
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Abb. 15: Prozentuale Verteilung von Lymphozyten, Netrophilen und Monozyten im peripheren Blut.
Vergleich zwischen Gesund-Kontrollen und PSC-, PBQ4nd AlH-Patienten.

Periphere Leukozyten im Vollblut wurden durchflugsanetrisch auf die prozentualen Anteile von Lympyten,
Neutrophilen und Monozyten untersucht. (a) Repriéidime FACS-Blots einer gesunden Kontrolle mit Gating-
Strategie. Frequenz von (b) Lymphozyten (CD14-CIpX6) Neutrophilen (CD16+) und (d) Monozyten (CB}4
in CD45+ Leukozyten.

Um herauszufinden, ob sich innerhalb der Lymphogytpulation Abweichungen in der
Frequenz von Zellen finden lasst, die eventuebvaht flir die Pathogenese der PSC sind,
wurde die Lymphozytenpopulation (CD45+CD14-CD1Gdj dre prozentualen Anteil von
TCRap+ T-Zellen (CD3+CD19-CD56-TC{®-) und die darin enthaltenen CD4+ T-Zellen
(CD3+CD4+CD19-CD56-TCi®-) sowie auf TCRd+ T-Zellen (TCRw©+), B-Zellen
(CD19+), NK-Zellen (CD3-CD19-CD56+TGR-) und NKT-Zellen
(CD3+CD19-CD56+TCHkd-) untersucht. In Abb. 16a ist eine exemplariscla@irg-Strategie
aufgezeigt. Die Anteile von TGH3+ T-Zellen (s. Abb. 16b, PSC=58,66% vs Gesund=%2,3
vs PBC= 58,92% vs AlH= 61,77%, p>0,05), CD4+ T-&el(s. Abb. 16¢c, PSC= 70,20% vs
Gesund= 67,05% vs PBC= 72,56% vs AIH= 70,57%, ®0uhd B-Zellen (s. Abb. 16e,
PSC= 11,04% vs Gesund= 11,18% vs PBC= 12,97% vs-AlB|12%, p>0,05) lagen im
peripheren Blut der PSC-Patienten im gleichen Mafe bei den anderen untersuchten

Kohorten vor. Da sich TC3+ T-Zellen aus CD4+ und CD8+ T-Zellen zusammensetzreh
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keine Unterschiede in der prozentualen Verteilueg@D4+ T-Zellen innerhalb der TGiR+
T-Zellen vorlagen, war auch von einer gleichen ¥iarhg der CD8+ TCR[(+ T-Zellen
zwischen den untersuchten Gruppen auszugehen.

Auch bei der Frequenz an NKT-Zellen, die Uber dibefachemolekile CD3+CD56+
identifiziert wurden, zeigten sich keine Untersdaezwischen den Gruppen (s. Abb. 16g,
PSC= 3,30% vs Gesund= 2,08% vs PBC= 3,14% vs AIH45%, p>0,05). Die
NKT-Zellpopulation enthielt sowohl die invariantdiyp | als auch die Typ Il NKT-Zellen.
AulRerdem befanden sich in der CD3+CD56+ Zellpoputediuch MAIT-Zellen, welche spater
noch genauer charakterisiert werden.

Die lymphozytare NK-Zellfrequenz (s. Abb 16f) wagi A IH-Patienten (5,59%) im Vergleich
zu den anderen Gruppen (PSC= 6,99% vs Gesund= %9&BC= 7,41%) verringert, es kam
aber zu keinen signifikanten Differenzen (p>0,d%i den TCRd+ T-Zellen (s. Abb. 16d)
zeigte die PBC-Gruppe (2,26%) eine signifikant iederte Frequenz im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (3,52%) und PSC-Patienten $4,Qo= 0,0185). Auch die Anzahl von
TCRyd+ T-Zellen in AIH-Patienten (3,05%) schien vermindertVergleich zu PSC-Patienten

und gesunden Personen, es kam aber zu keinenlagitén Unterschieden (p>0,05).
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Abb. 16: Prozentuale Verteilung von Lymphozytensubppulationen im peripheren Blut. Vergleich
zwischen Gesunden und PSC-, PBC- und AlH-Patienten.

Periphere Lymphozyten im Vollblut wurden durchflg®metrisch auf die prozentualen Anteile von PR
T-Zellen, CD4+ T-Zellen, TCi®+ T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und NKT-Zellen unteicht. () Reprasentative
FACS-Blots einer gesunden Kontrolle mit der GatBtoategie. Frequenz von (b) TGR+ T-Zellen
(CD19-TCR©-CD3+CD56-), (c) CD4+ T-Zellen (CD19-TGR-CD3+CD56-CD4+), (d) TCid+ T-Zellen
(TCRydt), (e) B-Zellen (CD19+), (f) NK-Zellen (CD19-TGR-CD3-CD56+) und (g) NKT-Zellen
(CD19-TCR©-CD3+CD56+) innerhalb der Lymphozytenpopulation (@BCD16-); (*p<0,05).
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3.4.2 Frequenz der pDCs und DCs ist im peripheren Blut vo PSC-Patienten im
Vergleich zu Kontrollgruppen unverandert

In Genomweiten Assoziationsstudien zeigte sich efssoziation zwischen PSC und
Polymorphismen im plasmazytoiden Transkriptionsfal&2-2/Tcf4%. Um zu bestimmen, ob

bei der PSC Veranderungen in der Frequenz der plagoiden dendritischen Zellen (pDCs)
im peripheren Blut vorliegen, wurde der prozentuatgeil von pDCs an CD4+ Leukozyten
durchflusszytometrisch im Vollblut von PSC-Patiententersucht. Als Kontrollen wurden
PBC- und AlH-Patienten sowie Gesunde analysiertb.Ab7a zeigt eine reprasentative
Darstellung der Gating-Strategie anhand der Exmesson CD45, CD4, CD123 und

BDCA-2 (CD303). Es zeigten sich keine Unterschiedeler pDC-Frequenz zwischen den
untersuchten Kohorten (s. Abb. 17b, PSC= 0,46% &su@d= 0,58% vs PBC= 0,46% vs
AlH= 0,49%, p>0,05).
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Abb. 17: Frequenz von pDCs im peripheren Blut. Vertpich zwischen Gesund-Kontrollen und PSC-,
PBC- und AlH-Patienten.

Periphere Leukozyten im Vollblut wurden durchflugemetrisch auf die prozentualen Anteile von pDCs
untersucht. (a) Reprasentative FACS-Blots einenmgsn Kontrolle mit der Gating-Strategie: pDCs vardiber
co-Expression von CD123 und CD303 in CD45+CD4+ loewken identifiziert. (b) Frequenz der pDCs an
CD4+CDA45+ Leukozyten.
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Erganzend zu der Frequenz plasmazytoider DCs wumdeh die Frequenz der

Gesamtpopulation peripherer dendritischer Zelle@gPuntersucht. Hierflr wurde im Vollblut

von PSC-, PBC- und AlH-Patienten sowie gesundentigten der prozentuale Anteil von

DCs durchflusszytometrisch bestimmt. Diese setaieh hierbei aus den pDCs und den
klassischen myeloiden DCs (cDCs) zusammen. Dietifdextion der DCs erfolgte durch die

Oberflachenfarbung von CD45 und HLA-DR sowie dehldaden Expression weiterer
Zelltyp-spezifischer Oberflachenmarker (Lineage-kéay wie CD3, CD14, CD16, CD19,

CD20 und CD56 (s. Abb. 18a). Es zeigte sich, wiehaschon bei der pDC-Anzahl, keine
krankheitsbedingte Beeinflussung der DC-Frequenzpenpheren Blut der analysierten
Gruppen (s. Abb. 18b, PSC= 1,19% vs Gesund= 0,96%BC= 0,72% vs AlH= 1,51%,

p>0,05).
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Abb. 18: Frequenz von DCs im peripheren Blut. Vergtich zwischen Gesund-Kontrollen und PSC-,
PBC- und AlH-Patienten.

Periphere Leukozyten im Vollblut wurden durchflugsmetrisch auf die prozentualen Anteile von DCs
untersucht. (a) Reprasentative FACS-Blots eineurygsn Kontrolle mit der Gating-Strategie: DCs wurdiber
die Expression von HLA-DR und der fehlenden Expmssion CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56
(Lineage-) in CD45+ Leukozyten identifiziert. (bjel§uenz der DCs an CD45+ Leukozyten.
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3.4.3 Verminderte MAIT-Zellfrequenzen im peripheren Blut von Patienten mit
autoimmuner und viraler Leberentzindung sowie chromscher

Darmentzindung

Auf Grund der Assoziation von PSC mit CED sowie Keimbesiedlung der Gafié, wurde
die Frequenz antimikrobieller MAIT-Zellen tberpriftim deren Rolle im Krankheitsbild der
PSC zu untersuchen. Es ist bereits bekannt, dagskyankungen mit einer gestérten Balance
des Darmmikrobioms wie chronischen Darmentzindungermodifizierte
MAIT-Zelllfrequenzen im peripheren Blut auftretéh!®2 Der prozentuale Anteil von
MAIT-Zellen an T-Zellen wurde durchflusszytomettisien Vollblut von Patienten mit PSC,
PBC, AIH und gesunden Kontrollen analysiert. Die NlAellen wurden dabei anhand ihrer
Oberflachenexpression von CD3, CD161 und7\2 identifiziert. Eine exemplarische
Darstellung der Gating-Strategie ist in Abb. 19dgatfiihrt. Als Kontrollgruppe zu den
autoimmunen Lebererkankungen erfolgte die Bestingmier MAIT-Frequenz in Patienten
mit  nicht-autoimmuner viraler HCV-Leberentzindungchronisch  entzindlicher
Darmerkrankung Colitis Ulcerosa (UC) und der Gesamitzindung Rheumatoider Arthritis
(RA). Interessanterweise zeigten alle autoimmuned uiralen Leberentziindungen eine
signifikant verminderte Rate von peripheren MAITHZe im Vergleich zu der gesunden
Kontroll-Kohorte (s. Abb. 19b, PSC= 1,97% vs Gesunl95% vs PBC= 1,28% vs
AlH= 0,97% vs HCV= 1,23%, p< 0,0001). Auch bei @sliUlcerosa Patienten war die
periphere Frequenz der MAIT-Zellen (1,63%) vergiichmit den gesunden Kontrollen
signifikant reduziert. Bei Patienten mit RheumagoidArthritis konnte im Vergleich zu
Gesunden keine Beeintrachtigung der MAIT-Zellzahlder Peripherie festgestellt werden
(RA= 4,45% vs Gesund= 4,95%, p>0,05). Somit koreitee Verringerung der peripheren
MAIT-Zellen in autoimmunen und viralen Erkrankungger Leber und des Darms detektiert
werden. Es ist nicht auszuschliel3en, dass MAITefetdus der Peripherie in die betroffenen

Organe einwandern.



Ergebnisse 63

a ' '
CD3+
<
&)
wn
wn
- L B LLLLLL SR e
cp3 —m—— CcD16] — >
i1
g dek
20- J Jede K
c S —_—
c s 154 °
o .
Ng 104 o v
E > v
<§t + g A " v
= 54 A, A
=0 /L LA . . o v:vy
™ ‘o * Y g M v
ol—se ﬂ mlF e el lar  Tyv
> < < > XY o
ngo Q% QQ) * Q‘O \) Qy.
(<€)

Abb. 19: Frequenz von MAIT-Zellen im peripheren Blut. Vergleich zwischen Gesund-Kontrollen und
Patienten mit PSC, PBC, AlH, HCV, Colitis Ulcerosaund Rheumatoider Arthritis.

Periphere Lymphozyten im Vollblut wurden durchfl®metrisch auf die prozentualen Anteile von
MAIT-Zellen untersucht. (a) Reprasentative FACSiBleiner gesunden Kontrolle mit der Gating-Strategi
MAIT-Zellen wurden Uber co-Expression von CD161 uN@7.2 in CD3+ Lymphozyten identifiziert.
(b) Frequenz der MAIT-Zellen an CD3+ Lymphozytefp<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

3.4.4 Verminderte MAIT-Zellfrequenz im peripheren Blut vo n PSC-Patienten ist
unabhéangig von CED und Keimbesiedlung der Gallengaye

Um den Einfluss von CED und Keimbesiedlung der &aiif die Frequenz der MAIT-Zellen
zu analysieren, erfolgte eine Subgrupperalyse der in 3.4.3 untersuchten
PSC-Patienten. Es wurden zundchst PSC-Patientem withmit CED verglichen. Dies war
von Interesse, da MAIT-Zellen bei Patienten mit it®IlUlcerosa im peripheren Blut
vermindert vorzuliegen scheinen (s. Abb. #0bY2 Zusétzlich wurde auch die in 3.4.3
analysierte Gesund-Kohorte und die Gruppe der itatiemit Colitis Ulcerosa nochmals
graphisch dargestellt, um so einen moglichen Essflder PSC-assoziierten CED auf die
verminderte MAIT-Zellfrequenz im peripheren Blutrhv®@SC-Patienten genauer untersuchen
zu konnen. Es stellte sich heraus, dass im Velygleicden Gesunden (4,95%) sowohl die

beiden PSC-Kohorten als auch die UC-Patienten esignifikant verminderte
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MAIT-Zellfrequenz im peripheren Blut aufwiesen f&bb. 20a, PSC ohne CED= 2,21% vs
PSC+ CED= 1,72% vs UC= 1,63%, p= 0,0005) und dasschen den beiden PSC-Kohorten
und der UC-Kohorte kein signifikanter Unterschiedrlag, so dass die verminderte
MAIT-Zellzahl bei der PSC kein von der CED abhamygigffekt zu sein scheint. Desweiteren
wurde im peripheren Blut von PSC-Patienten die f&essung der MAIT-Zellzahl durch die

kulturell nachgewiesene Keimbesiedlung der Gallaggdanalysiert. Die Keimbesiedlung
zeigte keine Auswirkung auf die Anzahl der MAIT-&#l (s. Abb. 20b), so konnte zwischen
Patienten ohne bzw. mit Keimbesiedlung kein sigaifter Unterschied festgestellt werden

(PSC ohne Keime=1,93% vs PSC+ Keime= 1,40%, p82T %
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Abb. 20: Frequenz von MAIT-Zellen im peripheren Blut.
Periphere Lymphozyten im Vollblut wurden durchfl®metrisch auf die prozentualen Anteile von

MAIT-Zellen (CD3+CD161+\t7.2+) untersucht. (a) Vergleich zwischen Gesundtkidlen, UC- und
PSC-Patienten ohne bzw. mit assoziierter CED, (lgrglich zwischen PSC-Patienten ohne bzw. mit

nachgewiesener Keimbesiedlung der Gallengéange.
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3.5 Charakterisierung regulatorischer Zellen und Moleklle im
peripheren Blut von PSC-Patienten

Ein moglicher Einfluss von regulatorischen T-Zellanf die Pathogenese der PSC wird
postuliert, da Genomweite Assoziationsstudien el&soziation zwischen PSC und
Polymorphismen in Loci des IL-2-Rezeptors und var2AlL-21 aufzeigten, die fur die
Treg-Funktion relevant sifél®’. Desweiteren konnten wir in Vorarbeiten zeigessd@atienten
mit PSC eine verringerte Frequenz an Cia6D127%.wFoxp3+ Tregs in der Peripherie und
der Leber im Vergleich zu Kontroll-Patientanfwiesen und dass die reduzierte Treg-Anzahl
im peripheren Blut signifikant mit Homozygotie imatiptallel des PSC-assoziierten SNP
,[$10905718" imlL2-RA Locus korrelief®.

3.5.1 Trl-Frequenz ist im peripheren Blut von PSC-Patienén unverandert zu

Kontrollgruppen

Es sollte nun untersucht werden, ob im periphereih dde Frequenz weiterer regulatorischer
T-Zellpopulationen wie der Tr1-Zellen bei der PS£influsst ist. Daflr wurde der prozentuale
Anteil von Tr1-Zellen im Durchflusszytometer bestit Die Tr1-Zellen wurden hierbei Uber
die Oberflachenexpression von CD45+, CD45RA-, CD&€R5+, CCR6-, PD-1+ und
CD127- charakterisiert (bisher unveroffentlichtel-Tdentifizierung, modifiziert nach Jens
Geginat, National Institute of Molecular GeneticiNGM), Mailand, Italien). Die
Untersuchung erfolgte im Vollblut aus PSC-, PBCd ukiH-Patienten und aus gesunden
Kontrollen. In Abb. 21a ist eine reprasentative $daltung der Gating-Strategie aufgezeigt. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwisclden 4 untersuchten Gruppen (s. Abb. 21b,
PSC= 0,37% vs Gesund= 0,40% vs PBC= 0,43 % vs AMt59%, p>0,05), so dass die
Frequenz der Trl-Zellen im Unterschied zu den GREZED127.wFoxp3+ Tregs bei
PSC-Patienten nicht verandert zu sein scheint.
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Abb. 21: Frequenz von Trl-Zellen im peripheren Blut Vergleich zwischen Gesund-Kontrollen und PSC-,
PBC- und AlH-Patienten.

CD4+ T-Zellen im peripheren Vollblut wurden durakfbzytometrisch auf die prozentualen Anteile von
Trl-Zellen untersucht. (a) Reprasentative FACSBleiner gesunden Kontrolle mit der Gating-Strategie
Trl-Zellen wurden tber die co-Expression von PDatl €CR5 und die fehlenden Expression von CD45RA,
CCR6 und CD127 in CD4+ T-Lymphozyten identifizigtt) Frequenz der Tr1-Zellen an CD4+ T-Zellen.

3.5.2 Verminderte IL10-Sekretion durch PBMCs im peripheren Blut von
PSC-Patienten

Da wir in Vorarbeiten zeigen konnten, dass Patrem@ PSC eine verminderte Anzahl von
Tregs im peripheren Blut aufwies€nwurde auch die Produktion des immunregulatorische
Zytokins bei PSC-Patienten analysiert. Vermind&géegel von IL-10 sind mit autoimmunen
und inflammatorischen Erkrankung€hwie der Rheumatoiden Arthrit® und chronisch

entzundlichen Darmerkrankungéh assoziiert. Die Produktion von IL-10 wurde mittels
ELISA im Zellkulturiberstand nach Stimulierung voRBMCs Uber 96 h mit

T-Zellrezeptorspezifischen Antikorpern gegen CD8 @D28 untersucht. Die Isolierung der
PBMCs erfolgte aus PSC- und PBC-Patienten und G@esurPatienten mit PSC wiesen im
Vergleich zu der PBC- und gesunden Kohorte sigaiftkverminderte Spiegel an IL-10 auf
(s. Abb. 22aPSC=2212 pg/ml vs Gesund= 3172 pg/ml vs PBC= 3@6&Ipp= 0,0066). Die

reduzierte IL-10-Produktion schien unabhangig vamere assoziierten CED zu sein, da
zwischen PSC-Patienten ohne bzw. mit CED kein Woteed erkennbar war (s. 22b,
PSC ohne CED= 2472 pg/ml vs PSC + CED= 2074 pgix0,05). Die bei PSC-Patienten
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vermindert vorliegende IL-10-Produktion konnte dassultat einer erniedrigten Anzahl
regulatorischer T-Zellen sein, die auch schon inravleeiten unserer Arbeitsgruppe

nachgewiesen wurde
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Abb. 22: IL-10-Zytokinsekretion von PBMCs nach Stinulierung des T-Zellrezeptors.

Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (1X¥1®@l) wurden fiir 96 h mit anti-CD3 und anti-CD28 (jgug/ml)

stimuliert und deren IL-10-Sekretiam Zellkulturiiberstand mittels ELISA bestimmt. (dgrgleich zwischen
PSC-, PBC- und gesunden Kontroll-Patienten, (bgkgch zwischen Patienten ohne bzw. mit assozii€tED;

(*p<0,05).

3.5.3 Verminderte Frequenz GARP-exprimierender Tregs im geripheren Blut von
PSC-Patienten

Neben der verminderten Frequenz regulatorischeelleZ konnten wir in Vorarbeiten auch
eine verminderten vitro suppressive Kapazitat der Tregs von PSC-Patigraeimveisef?. Um
maogliche zu Grunde liegende Mechanismen der eilgaskten Treg-Funktion bei der PSC
zu klaren, wurden Tregs phéanotypisch charaktetisied deren Oberflachenexpression von
regulatorischen Molekulen analysiert. Daflur wurd&MCs aus PSC- und PBC-Patienten
sowie aus gesunden Kontrollen isoliert und Uberh72n Anwesenheit von 100 U/ml
Interleukin-2 stimuliert. Anschlieend wurde diepEassion von GARP, PD-1 und CTLA-4
auf der Oberflache von Tregs durchflusszytometrisebtimmt. Aus technischen Griinden
konnte die Expression von Gal-9 nicht auf der Todgerflache analysiert werden, so dass
stattdessen die Expression des Gal-9-Liganden Taut8ler Oberflache von CD4+ Effektor-
T-Zellen untersucht wurde. Tregs wurden Uber dierchenexpression von CD3, CD4,

CD25,igh und CD12%w sowie die intrazellulare Expression ihres Trangloisfaktors Foxp3
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identifiziert. Effektor-T-Zellen wurden als CD3+,D43+, CD2%w, CD127+ und Foxp3-
definiert. Zusatzlich zur Bestimmung der prozergnahnteile von GARP-, PD-1-, CTLA-4-
und Tim-3-exprimierenden Tregs bzw. Effektor-T-2Zellwurde auch die mittlere Starke der
Oberflachenexpression mittels integrierter mittleifduoreszenzintensitat (iMFI) analysiert.
Die Anzahl GARP-exprimierender Tregs war bei PS@eRgen (5,6%) im Vergleich zu
PBC-Patienten (12,34%) und gesunden Kontrollen @)ssignifikant erniedrigt (s. Abb. 23a,
p= 0,0029). Auch die mittlere Starke der GARP-Espren war auf Tregs aus PSC-Patienten
(4473) im Vergleich zu gesunden Kontrollen (751@per nicht PBC-Patienten (9404),
signifikant reduziert (s. Abb. 23b, p=0,0083). Wedie Anzahl CTLA-4- (s. Abb. 23c,
PSC= 2,95% vs Gesund= 2,48% vs PBC= 2,56%, p>Q08)PD-1-exprimierender Tregs
(s. Abb. 23e, PSC= 7,17% vs Gesund= 8,21% vs PBGE98%) noch deren mittlere
Oberflachenexpressionsstarke (CTLA-4 s. Abb. 285663 Gesund= 4151 vs PBC= 4058,
p>0,05; PD-1 s. Abb. 23f, PSC= 17938 vs Gesund5238 PBC= 15997, p>0,05) zeigten
Auffalligkeiten bei der PSC-Kohorte im Vergleich dan Kontrollgruppen.
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Abb. 23: Frequenz und iMFI von GARP-, CTLA-4- und PD-1-exprimierenden Tregs nach Stimulierung
mit IL-2 im peripheren Blut. Vergleich zwischen Gesind-Kontrollen und PSC- und PBC-Patienten.

Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (1¥0l) wurden tber 72 h mit IL-2 (100 U/ml)) stimutieund die
Oberflachenexpression au€D4+CD25%ighCD12%w Foxp3+  Tregs
durchflusszytometrisch analysiert. Prozentuale iBesting der (a) GARP-, (c) CTLA-4- und (e) PD-1-
exprimierenden Tregs. Quantifizierung der (b) GARf) CTLA-4- und (f) PD-1-Oberflachenexpressiorf au
Tregs mittels iMFI; (*<0,05, **p<0,01).

regulatorischer  Molekile
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Auch der prozentuale Anteil Tim-3-exprimierender fekfor-T-Zellen (s. Abb. 24a,
PSC= 2,75% vs Gesund= 251% vs PBC= 2,82%, p>0,06) die Tim-3-
Oberflachenexpressionsstarke (s. Abb. 24b, PSC# %86Gesund= 4670 vs PBC= 5200,

p>0,05) zeigte keine signifikanten Differenzen zshisn den 3 untersuchten Kohorten.
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Abb. 24: Frequenz und iMFI von Tim-3-exprimierenden Effektor-T-Zellen nach Stimulierung mit IL-2 im
peripheren Blut. Vergleich zwischen Gesund-Kontrokn und PSC- und PBC-Patienten.

Aus peripherem Vollblut isolierte PBMCs (1¥Il) wurden Gber 72 h mit IL-2 (100 U/ml)) stimutieund die
Tim-3-Expression von CD3+CD4+CDRRCD127+Foxp3- Effektor-T-Zellen durchflusszytomethisanalysiert.
(a) prozentuale Bestimmung der Tim-3-exprimierendgfektor-T-Zellen. (b) Quantifizierung der Tim-3-

Oberflachenexpression auf Effektor-T-Zellen mitfi&s-|.
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3.6 Charakterisierung der Apoptosesensitivitat von T-Zden im
peripheren Blut von PSC-Patienten

Genomweite Assoziationsstudien zur PSC konnten Aasonen mit Polymorphismen im
BCL2L11-Locus, welcher das pro-apoptotischen Bim kodiatfzeiged’*. Es sollte nun
sowohl die Apotosesensitivitat von Effektor-T-Zellals auch deren Expression von pro- bzw.

anti-apoptotischen Molekulen bestimmt werden.

3.6.1 PSC-Patienten weisen eine verminderte Apoptoseratier CD4+ T-Zellen nach
RICD und CWID auf

Zur Analyse der Apoptosesensitivitat humaner T-Liaogyten wurden T-Zellen aus PBMCs
isoliert und dber 72 h mit anti-CD3 und anti-CD28msiliert. Die so aktivierten
Effektor-T-Zellen proliferierten dann tGber 7 d im#esenheit von IL-2, bevor die Apoptose
induziert wurde. Als Kontrollgruppe dienten T-Zellebei denen keine Apoptose induziert
wurde. Die Apoptoseinduktion erfolgte durch Restisrung mit anti-CD3 in Anwesenheit
von IL-2 (RICD) bzw. durch Deprivation von IL-2 (be24 h. Die Analyse der
Apoptosesensitivitat erfolgte durchflusszytometrisiuirch Bestimmung der vitalen T-Zellen
(CD4+ und CD8+), an die der Apoptosemarker AnneXimicht gebunden hatte. Die
Ergebnisse sind als prozentualer Zellverlust an €baw. CD8+ T-Zellen dargestellt und
wurden zwischen PSC- und PBC-Patienten und Gesuratgiichen. Durch die Bestimmung
des Zellverlusts konnten Aussagen Uber die Apopaitseer Zellen gemacht werden. Abb. 25a
zeigt eine exemplarische Darstellung der Gatingt8trie. CD4+ T-Zellen aus PSC-Patienten
zeigten sowohl auf die Apoptoseinduktion durch Raglierung des T-Zellrezeptors
(s. Abb. 25b, PSC= 20,85% vs Gesund= 30,11% vs BB®&8%, p= 0,0002) als auch durch
IL-2-Entzug (s. Abb. 25d, PSC= 7,119% vs Gesund§8% vs PBC= 12,28%, p=0,003)
reduzierte Apoptoseraten im Vergleich zu den Kdlgroppen. Hingegen lagen beim
prozentualen Zellverlust der CD8+ T-Zellen wedecmRICD (s. Abb. 25¢, PSC= 24,97% vs
Gesund= 29,31% vs PBC= 30,49%, p>0,05) noch nackDQ¥/ Abb. 25e, PSC= 12,64% vs
Gesund=15,50% vs PBC= 14,31%, p>0,05) signifikaimt=rschiede zwischen PSC-Patienten
und den anderen Kohorten vor.

Beim Vergleich zwischen RICD und CWID fiel auf, dager Zellverlust nach RICD sowohl
bei den CD4+ als auch bei den CD8+ T-Zellen (s. .ABbBb+25c) in allen untersuchten
Kohorten deutlich starker ausfiel als durch CWIDABb. 25¢c+25d).
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Abb. 25: Apoptosesensitivitdt der CD4+ und CD8+ T-£llen nach RICD bzw. CWID im peripheren Blut.
Vergleich zwischen Gesund-Kontrollen und PSC- und BC-Patienten.

Aus peripherem Vollblut isolierte T-Zellen (1X&@1) wurden tiber 72 h mit anti- CD3 und anti-CDa8{ug/ml)
aktiviert und anschlieBend tber 7d in Anwesenheit N.-2 (100 U/ml)) kultiviert. Die Induktion der poptose
erfolgte Gber 24 h durch Restimulierung mit antiZ200 ng/ml) in Anwesenheit von IL-2 (100 U/ml)IED)
bzw. Deprivation von IL-2 (CWID). Der Zellverlustusde durchflusszytometrisch mittels Annexin V Farpu
der CD4+ und CD8+ T-Zellen bestimmt. (a) Reprader@aFACS-Blots der CD4+, CD8+ und Annexin V
Farbung einer gesunden Kontrolle. (b) RICD der CD4zellen, (c) RICD der CD8+ T-Zellen, (d) CWID der
CD4+ T-Zellen, (e) CWID der CD8+ T-Zellen; (*40,01, ***p<0,001).
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3.6.2 Verminderte Hochregulierung von Bim nach RICD in T-Zellen von
PSC-Patienten

Die pro-apoptotischen Proteine Bim und Fas/Fasfdgacheinen Schlusselrollen bei der
Apoptose von T-Zellen zu haben. Bei Dysfunktion hém sie sich gegenseitig kompensieren
und scheinen sowohl am RICD als auch am CWID hgteail sein, wodurch sie effizient die
T-Zellhomobostase regulier&i16417118 ym zu Grunde liegende Mechanismen der
verminderten T-Zellapoptose bei der PSC zu ideifen, wurde die Expression der
pro-apoptotischen Proteine Bim und Fas-Ligand Weadptoseinduktion analysiert. Zusatzlich
wurde auch die Expression des pro-apoptotischegkteifmolekils Bak, welches die direkte
Permeabilisierung der Mitochondrien induziggtund des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2
untersucht. Hierzu wurde RICD bzw. CWID Uber 6 T#Zellen induziert, bevor die mRNA
isoliert und in cDNA umgeschrieben wurde. Die cDN#nnte anschlieBend mittels
guantitativer PCR-Analyse auf die Expression vam Btas-Ligand, Bak und Bcl-2 untersucht
werden. Fur die Bestimmung der relativen Expressiamde das Haushaltsgen GAPDH
eingesetzt. Als Kontrollgruppe dienten T-Zellen elApoptoseinduktion, so dass die Induktion
von Bim, Fas-Ligand, Bak und Bcl-2 nach RICD und IDWelativ zu unbehandelten T-Zellen
(=1) berechnet werden konnte. Die Ergebnisse wuzdaeschen PSC- und PBC-Patienten und
Gesunden verglichen. Hierbei zeigte sich, dass H#iepression von Bim nach
Apoptoseinduktion durch Restimulierung bei den FB&Iienten (12,77) und Gesunden (12,90)
signifikant erhdht im Vergleich zu den PSC-Patiani@,77) vorlag (s. Abb. 26a, p=0,0098),
wahrend die Expression von Fas-Ligand nach Resenung zwischen den 3 Gruppen gleich
stark hochreguliert war (s. Abb. 26b, PSC= 2,7@esund= 3,83 vs PBC= 3,43, p>0,05).
Weder im Expressionsprofil des pro-apoptotischdekibrs Bak (s. Abb. 26¢, PSC= 0,95 vs
Gesund= 0,93 vs PBC= 1,11, p>0,05) noch des aoptafischen Bcl-2 (s. Abb. 26d,
PSC= 1,86 vs Gesund= 0,98 vs PBC= 1,23, p>,005) émamach Apoptoseinduktion durch
Restimulierung zu Unterschieden zwischen den untbten Gruppen. Die Expression von
Bak und Bcl-2 schien nur geringfiigig durch den Bsszdes RICD beeinflusst zu sein, da deren
Expressionsniveau im Vergleich zu T-Zellen ohne RIG=1) kaum verandert war
(s. Abb. 26¢c+26d).
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Abb. 26: Expression der pro-apoptotischen Molekildim, Fas-Ligand und Bak und des anti-apoptotischen
Bcl-2 in T-Zellen nach RICD im peripheren Blut. Vergleich zwischen Gesund-Kontrollen und PSC- und
PBC-Patienten.

Aus peripherem Vollblut isolierte T-Zellen (1>&l) wurden Gber 72 h mit anti-CD3 und anti-CD28 {jug/ml)

aktiviert und anschlieBend tber 7d in Anwesenheit -2 (100 U/ml)) kultiviert. Die Induktion der poptose
erfolgte Gber 6 h durch Restimulierung mit anti-Q@80 ng/ml) in Anwesenheit von IL-2 (100 U/ml).e0inRNA

wurde aus den T-Zellen isoliert, in cDNA umgescheie und mittels quantitativer PCR auf die Exprassion

(a) Bim, (b) Fas-Ligand, (c) Bak und (d) Bcl-2 ustecht. Es wurde die relative Expression zum Hatsgen

GAPDH bestimmt und dann n-fach zur Expression uabdalter T-Zellen (=1) dargestellt; &p,05).

Nach Deprivation von IL-2 tber 6 h zeigten sichnieeUnterschiede in der Regulierung von
Bim zwischen den 3 Kohorten (s. Abb. 27a, PSC= 3%45esund= 3,69 vs PBC= 3,68,
p>0,05). Die Expression von Fas-Ligand lag bei FABffienten (1,25) verglichen mit
PSC-Patienten (0,78) signifikant verstarkt vor Abb. 27b, p= 0,0368). Im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (0,97) zeigten sich weder &CHPatienten noch bei PBC-Patienten
signifikante Unterschiede in der Expression von-Egand nach CWID (p>0,05). Der
IL-2-Entzug bewirkte keine Unterschiede im Expressprofil von Bak (s. Abb. 27c,
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PSC= 1,63 vs Gesund= 2,04 vs PBC= 1,93, p>0,05)Bah@ (s. Abb. 27d, PSC= 0,48 vs
Gesund= 0,82 vs PBC= 0,40, p>0,05) zwischen delysiagen Gruppen.

Es fiel auf, dass Fas-Ligand eine untergeordnetie ko T-Zelltod durch IL-2-Deprivation zu

spielen schien, da die exprimierte Menge an Faarldghach CWID im Vergleich zu T-Zellen
ohne CWID (=1) nahezu unverandert war. DagegendiEmtzug von IL-2 zur etwa vierfachen
Hochregulierung der Bim-Expression in den unterserthKohorten im Vergleich zu

unbehandelten T-Zellen (=1). Die Bak-Expression deudurch CWID (s. Abb. 27c) im

Vergleich zu T-Zellen ohne Apoptoseinduktion ungefderdoppelt, wahrend sich die

Expression vom anti-apoptotischen Bcl-2 etwa haibies. Abb. 27d).
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Abb. 27: Expression der pro-apoptotischen Molekil®im, Fas-Ligand und Bak und des anti-apoptotischen
Bcl-2 in T-Zellen nach CWID im peripheren Blut. Vergleich zwischen Gesund-Kontrollen und PSC- und
PBC-Patienten.

Aus peripherem Vollblut isolierte T-Zellen (1LX&@1) wurden tiber 72 h mit anti- CD3 und anti-CD8 ug/ml)
aktiviert und anschlieend tber 7d in Anwesenheit N.-2 (100 U/ml)) kultiviert. Die Induktion der poptose
erfolgte Uber 6 h durch Deprivation von IL-2. Di®RINMA wurde aus den T-Zellen isoliert, in cDNA umgeseben
und mittels quantitativer PCR auf die Expression (@) Bim, (b) Fas-Ligand, (c) Bak und (d) Bcl-2ensucht.
Es wurde die relativen Expression zum Haushaltsgé®DH bestimmt und dann n-fach zur Expression
unbehandelter T-Zellen (=1) dargestellt; £<€p05).
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4  Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung immunolober Prozesse, die an der Pathogenese
der PSC beteiligt sein kdnnten. Es wurden experiellenAnsatze verfolgt, die auf unseren
Vorarbeiten zum Ungleichgewicht zwischen Immunzeilaerung und Immunzellregulierung

und den genetischen Assoziationsstudien zur PStaaten.

4.1 Untersuchung der Expression pro-inflammatorischer Zitokine im

peripheren Blut von PSC-Patienten
Die Pathogenese der PSC ist weitgehend unbekared.hat zur Folge, dass es bisher keine
wirksame Therapie der PSC dibEs ist daher von essentieller Bedeutung, Mechaaisder
Pathogenese zu identifizieren, um so Therapiegistezu entwickeln, die den progressiven
Verlauf der Erkrankung aufhalten kdnnen. Die stafesoziation der PSC mit chronisch
entzundlichen Darmerkrankungemeist darauf hin, dass die Interaktion zwischemiéa und
Immunzellen eine Rolle in der Pathogenese der RE€pielen scheint. Hierbei kénnten die
Keime die Leber entweder auf Grund der EntzindunthRarrierestérung des Darms uber das
Pfortaderblut erreichen oder sie passieren diedrbili Epithelbarrieren. Im Blut von
PSC-Patienten konnte man atypische perinukleanesaritophile zytoplasmatische Antikdrper
nachweisen, die mit bakteriellen Proteinen der Diana kreuzreagieren. Dieser Fund bestarkt
die Annahme, dass eine abnormale Immunreaktion ngbge Darmmikroben einer der
pathogenetischen Mechanismen der PSC zu sein gdheDesweiteren zeigte sich, dass
bakterielle und fungale Cholangitiden den ProgdessPSC zu beschleunigen scheinen, wobei
vor allem die Besiedlung mi€C.albicans ein prognostisch unginstiges Zeichen zu sein
scheing!2213
In eigenen Vorarbeiten konnten wir bei PSC-Patenéne Besiedlung der Galle mit
pathogenen Keimen und bakterielle RNA in den Pritéérn aufzeigetl, was dort zur
Aktivierung des Immunsystems und Entziindung deérbit Trakts fihren konnte Neben
der erhohten Keimlast konnten wir in den Portaletd der PSC-Patienten verstarkt
IL-17-produzierende Lymphozyten detektieteMh17-Zellen spielen eine wichtige Rolle in
der Abwehr extrazellullarer Pathogéh&* scheinen aber auch an der Entstehung vieler
Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoider Arthritisdullultiple Sklerosis beteiligt zu
seir?*?15 Bei der stark mit PSC assoziierten CED zeigte sid&indern nach Stimulierung mit
C.albicans eine aberrante Th17-Antwétf. In Vorarbeiten konnten wir bereits zeigen, dass

PSC-Patienten nagh vitro Stimulation von PBMCs mit den pathogenen Keirea bicans,
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E.faecalis und Saureus eine verstarkte Th17-Antwort aufwiesen, die unailgiigi von einer
assoziierten CED walt

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun im periphererutBuntersucht werden, welche
Mechanismen zur erhdhten Th1l7-Antwort naich vitro Stimulation von PBMCs mit
hitzeinaktivierten pathogenen Bakterien und Pilzeftragen konnten. Da die Stimulierung mit
pathogenen Keimen wig.albicans undSaureus IL-1[3- und IL-6-abhéngig die Induktion von
humanen Th17-Zellen zu fordern schélftwurde in dieser Arbeit untersucht, ob es bei der
PSC durch Pathogenstimulation zu einer verstarkiSekretion dieser beiden
pro-inflammatorischen Zytokine kommt.

Es zeigte sich, dass PBMCs aus PSC-Patienten imglefem zu Gesund-Kontrollen und
PBC-Patienten eine signifikant erhéhte Sekretion ko1 nach Stimulation mi€C.albicans

(s. Abb. 4a)E.faecalis (s. Abb. 4b) undSaureus (s. Abb. 4c) aufwiesen. In einer humanen
Studie wurde bereits gezeigt, dass nach Stimulgervon PBMCs mitC.albicans eine
verstarkte Th17-Antwort vorlag, wobei die [I34Produktion der PBMCs essentiell fur die
Th17-Differenzierung zu sein schiéf IL-1p wird als der entscheidende Faktor der humanen
Thi7-Differenzierung beschrieb®@A und induziert zusammen mit IL-6 oder anderen
Zytokinen wie 1L-23 und IL-21 die IL-17-Produktion CD4+ T-Zelled®3,

Neben IL-PB zeigte sich auch eine erhdhte IL-6-Produktion dUPBMCs nach Stimulierung
mit C.albicans (s. Abb. 5a) uncE.faecalis (s. Abb. 5b)bei PSC-Patienten im Vergleich zu
beiden Kontrollgruppen bzw. den Gesund-Kontroll&ine verstarkte IL-f-Produktion
zusammen mit IL-6 kénnte demnach bei PSC-Patientieginer erhdhten Th17-Konversion
nachin vitro Stimulation mit pathogenen Keimen fuhren. Ob dim8lierung von PBMCs mit
pathogenen Keimen auch zu einer verstarkten Prmofukton IL-21 und IL-23 bei
PSC-Patienten fuhrt, wurde in dieser Arbeit aubneschen Griinden nicht untersucht. Beide
Zytokine scheinen bei der humanen Th17-Differenzigrund Stabilisierung involviert zu
sein%

Es wurde aulRerdem uberprift, ob die verstarkte BL-and IL-6-Zytokinsekretion bei
PSC-Patienten nach Pathogenstimulation im Zusamamgiit einer assoziierten CED stand.
Es zeigte sich, dass sowohl die IR-1als auch die IL-6-Produktion in der von uns analysn
PSC-Kohorte anscheinend unabhéngig von einer asdeni CED (s. Abb. 11) erfolgte.
Inwieweit die in der vorliegenden Arbeit unterswechii-13- und IL-6-Sekretion nach
Pathogenstimulation durch die Keimbesiedlung ddle@génge beeinflusst wurde, konnte auf
Grund der kleinen Gruppengrof3e der PSC-Patientea Beimbesiedlung nicht final geklart

werden (s. Abb. 12). Es ist nicht auszuschlieRass dlie Keime durch den Prozess der ERCP
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in die Leber gelangen, wobei 24% der von uns inavimiten untersuchten PSC-Patienten
Gallengangskulturen ohne vorherige Manipulation Gatlengange aufwiesgh AuRerdem
bleibt zu bemerken, dass bei den untersuchten Rffi€aken der Nachweis einer
Keimbesiedlung der Gallengange durch Gallekultitliize unabhangig von den Analysen der
vorliegenden Arbeit erfolgte, so dass sich der &ustder Keimlast in den Gallengédngen
verandert haben konnte. Auch die Ubliche Antibiagiabe nach einer ERCP kann Einfluss auf
die Keimbesiedlung der Galle haben.

Die erhohten IL-B- und IL-6-Spiegel bei PSC-Patienten nach Pathdgeuakation konnten
darauf hinweisen, dass bei der PSC CD4+ T-Zellémipponiert sind zu Th17-Zellen zu
differenzieren. In den Portalfeldern von PSC-Lebekonnten bereits verstérkt
IL-17-exprimierende Lymphozyten im Vergleich zu Kanllgruppen detektiert werdeh
weshalb in dieser Arbeit weiterhin analysiert werdellte, ob bei PSC-Patienten per se eine
erhohte Th17-Frequenz im peripheren Blut vorliefigrbei zeigte sich, dass PSC-Patienten im
Vergleich zu Kontrollgruppen eine signifikant ertéfh17-Zellfrequenz im peripheren Blut
aufwiesen (s. Abb. 6b). Zudem wiesen PBMCs aus P&enten im Vergleich zu
Kontrollgruppen eine signifikant starkere IL-17-8tion auf (s. Abb. 7). Zur erhéhten
Thl7-Zellfrequenz im peripheren Blut von PSC-Pagan kdonnte eine gesteigerte
Thl7-Konversion durch verstarkte Sekretion der Kiyte IL-13 (s. Abb. 4a-4c) und IL-6
(s. Abb. 5a-5c¢) beitrageBowohl die erhdhte Th17-Frequenz als auch die HSé&Kretion der
PBMCs schienen unabhéngig von einer assoziiertdd SEAbb. 13a+14a) vorzuliegen und
charakteristisch fur die PSC zu sein. Ob dieselkngse in Abhangigkeit zur Keimbesiedlung
der Gallengdnge stehen, konnte auf Grund der gmin§SC-Patientenzahl ohne
Keimbesiedlung im Rahmen dieser Arbeit nicht einigeanalysiert werden (s. Abb. 13b+14b).
Inwieweit die genetische Assoziation zwischen PSE€Rolymorphismen in Genloeon REL,
CARD9, IL-21 undFUTZ2, die relevant fir die Pathogenbeseitigung, ThlffeBenzierung und
die biliare bakterielle Zusammensetzung ¥rid°2 Einfluss auf die gesteigerte 134 und
IL-6-Zytokinsekretion sowie die erhdhte Th17-Fregquén peripheren Blut und in der Leber
von PSC-Patienten hat, bleibt noch zu klaren. Hrevwerden zurzeit die in diese Arbeit
eingeschlossenen Individuen auf SNPs in diesen &disponierenden Loci untersucht.

Auf Grund des mdglichen Einflusses von Th17-Zellehdie Entstehung der PSC, kénnte der
Einsatz von IL-17-inhibierenden Antikorpern einerrotgktiven Effekt auf deren
Krankheitsverlauf austiben. Bei Morbus Crohn Pagientlie erh6hte Raten an Th17-Zellen im
Gastrointestinaltrakt aufweis€i?!’ erzielte ein monoklonaler neutralisierender Aiger

gegen IL-17 keine protektive Antwort. Daher schelbtl7 dort nicht allein an der
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Gewebeschadigung beteiligt zu $éfnDa Th17-Zellen auf Grund ihrer starken Plastizita
funktionelle Eigenschaften von Thl-Zellen annehki@men, konnten diese als hochpathogen
beschriebenen IL-17/IFN\co-produzierenden Th1/Th17-Zelféi® sowohl in die Pathogenese
der PSC als auch der assoziierten CED involviént & einem IL-23-abh&ngigen Mausmodell
der Kolitis konnte bereits gezeigt werden, dass/Thl7-Zellen in die Erkrankung involviert
sind, wobei IFN die Hauptursache fir die Gewebeschadigung zusssigint®*2°> Auch im
Mausmodell der Multiplen Sklerose scheinen dieseThl7-Zellen alleine in der Lage zu sein
eine experimentelle autoimmune EncephalomyelitisAHE auszuloseft®?? In  der
vorliegenden Arbeit konnte im peripheren Blut per lsein Unterschied zwischen den
untersuchten Gruppen hinsichtlich der Frequenz ¢ed7/IFNy co-produzierenden
Th1/Th17-Zellen detektiert werden (s. Abb. 7d). N&athogenstimulation von PBMCs zeigte
sich aber eine signifikante Erhohung der Frequehzl7VIFNy co-produzierender
Th1/Th1l7-Zellen bei der PSC im Vergleich zu Korlgnlppen, was bereits in Studien unserer
Arbeitsgruppe festgestellt wurtfe Daher kann man spekulieren, dass Stimulation mit
pathogenen Keimen bei der PSC eine verstarkte Kemve von Thl7-Zellen zu
Th1/Th1l7-Zellen induziert. Ob dieser Prozess inmérkKeimen besiedelten Gallengdngen von
PSC-Patienten erfolgt, bleibt noch zu klaren.

Bei der PSC scheint die Keimbesiedlung der Galleggéanit intestinalen Bakterien zu einer
verstarkten Immunantwort gegeniber Pathogen-assigzii Mustern (PAMPS) wie
Lipopolysacchariden und Lipoteichonsauren zu fuhi2iese scheint dann durch Toll-Like-
Rezeptor (TLR) 4-abhangige Mechanismen eine Besghidg der Tight-Junctions zwischen
den biliaren Epithelzellen (BECs) zu induzieren.ofahgiozyten sind dadurch schéadlichen
Substanzen wie Gallenséuren ausge®étand exprimieren vermehrt Adhasionsmolekiile,
inflammatorische und pro-fibrotische Zytokine unide@okiné?? In entziindeten PSC-Lebern
konnte bereits eine gesteigerte Produktion des Gkimtiganden CCL20 detektiert werden,
welcher von BECs produziert wird. Aktivierte Th1@llen, die den CCL20-Rezeptor CCR6 in
groRRen Mengen auf ihrer Oberflache exprimiéf&konnen so verstarkt zu den Gallengangen
rekrutiert werdef?>. IL-17 scheint nach Bindung an den auf BECs exjeriten IL-17-Rezeptor
einen positiven Ruckkopplungsmechanismus zu indezjendem es die CCL20-Produktion
amplifiziert?®, Somit konnte dieser durch Keime induzierte CCaPBéngige Mechanismus
einer der Grinde fir die gehaufte Anzahl IL-17-prmdrender Lymphozyten in den
Portaltrakten von PSC-Lebern darstelferum dies fiir die PSC zu verifizieren, musste in
nachfolgenden Studien die Expression des Chemdaapters CCR6 auf leberinfiltrierenden

Th1l7-Zellen im Vergleich zu Kontrollkohorten untechit werden. Aul3erdem miusste
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analysiert werden, ob aktivierte Th17-Zellen vorCPatienten eine verstarkte Expression an
CXCRS3 aufweisen, so dass sie Uber CXCR3/CXCL9-1draktion vermehrt das sinusoidale
Endothel passieren und in die Leber migrieren kiffié*

Zusammengefasst erscheint es maglich, dass digifthingsreaktion in PSC-Lebern durch
den vermehrten Kontakt mit Keimen sowie die Verindg des Mikrobioms der Gaff@
initiiert wird. Dies kénnte zu einer verstarkten1p- und IL-6-Produktion von BECs flihren
und dadurch eine dysregulierte Th17-Antwort indreaie Die Bindung von IL-17 an den
IL-17-Rezeptor auf BECs scheint deren IB-1IL-6- und IL-23-Produktion zu férdern, so dass
letztlich eine parakrine Riickkopplungsreaktion ttten konnt&®. Dieser Effekt scheint eine
pro-fibrotisch Wirkung zu habé# und konnte zur unkontrollierten portalen und béié
Entzindung bei der PSC beitragen.

Um die Rolle weiterer pro-inflammatorischer Zytokinbei der PSC-Pathogenese zu
identifizieren, wurde neben ILBL IL-6 und IL-17 auch IFManalysiert. In Vorarbeiten konnten
wir bereits zeigen, dass PSC-Patienten im VerglteicKontrollgruppen keinen Unterschied in
der Frequenz IFdproduzierender CD4+ T-Zellen nach Stimulation vBBMCs mit
pathogenen Keimen aufwies@nin der vorliegenden Arbeit zeigte sich nun, dassuch per
se weder in der Frequenz Ii&xprimierender Lymphozyten im peripherem BlutAbb. 8)
noch in der IFN-Sekretion von PBMCs (s. Abb. 9) zu signifikantentéfschieden zwischen
PSC-Patienten und gesunden Kontrollen kam. Diestvdarauf hin, dass im Gegensatz zur
PBC®, die IFNy-Expression im peripheren Blut von PSC-Patienter entergeordnete Rolle
zu spielen scheint. Ob dies auch fir die Lebeifutsleibt zu spekulieren.

Da es bei Patienten mit PSC zur Fibrosierung déle@ginge komnit wurde desweiteren die
Sekretion des pro-fibrotischen Zytokins IL-13 arsadyt. IL-13 wirkt Uber den Rezeptor
IL-13Ra2, welcher unter anderem auf Makrophagen, Monozytehhepatischen Sternzellen
exprimiert wird und die Sekretion des pro-fibrotisa TGFB1 induzierf?® IL-13 scheint eine
wichtige Funktion bei allergischen Erkrankungen uksthma zu habé?’. Die Rolle von
IL-13 bei der Pathogenese der stark mit PSC asstemi CED wird kontrovers diskutiert.
Wahrend Fuss et al. einen Effekt von IL-13-prodreneden NKT-Zellen bei der Pathogenese
inflammatorischer Darmerkrankungen zeig@n konnten aktuellere Studien dies nicht
repliziere®.. Unsere Ergebnisse zeigen, dass bei der PSC Kiet®a des pro-fibrotischen
Zytokins IL-13 durch PBMCs im Vergleich zur gesundeontrollgruppe signifikant erhoht
vorlag (s. Abb. 10). Dies weist darauf hin, dis43 an der Fibrose der PSC beteliligt sein
konnte.
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Auch eine vergleichende Untersuchung der Expressien pro-inflammatorischen bzw.
pro-fibrotischen Zytokine IL-f, IL-6, IL-13, IL-17 und IL-23 im Lebergewebe vorSe-,
PBC- und AlH-Patienten wurde im Rahmen dieser Arbegonnen. Diese erbrachte bisher
keine gesicherten Ergebnisse, da ein Mangel an hem&ebergewebe besteht und die
intrahepatisch exprimierte Zytokinmenge haufig dmaéb der Nachweisgrenze lag. Diese

Expressionsanalyse wurde daher nicht in der vagtidgn Arbeit dargestellt.

4.2 Charakterisierung der leukozytaren Zellzusammensetzng im

peripheren Blut von PSC-Patienten
Das erhohte Vorkommen von IL-17-produzierendenefeih PSC-Patienten weist darauf hin,
dass funktionelle Unterschiede in der Lymphozytgmation im Vergleich zu Gesunden
vorliegen kdnnten. Um festzustellen, ob die leukamy Zellzusammensetzung im Vollblut von
PSC-Patienten Veradnderungen aufweist, wurden dusddytometrische Analysen
durchgefuhrt. Hierbei stellte sich heraus, dassAtgeil von Lymphozyten (s. Abb. 15b),
Monozyten (s. Abb. 15d) und Neutrophilen (s. Abc)l keinen Unterschied zwischen
PSC-Patienten und Kontrollgruppen aufwies. Auclerhalb der Lymphozytenpopulation kam
es bei PSC-Patienten zu keinen Unterschieden ingl&eh zur gesunden Kontrollgruppe
(s. Abb. 16). Somit scheinen die Relationen dekbeytenzellpopulationen im peripheren Blut
von Patienten mit PSC nicht beeinflusst zu seine Wie Verteilung in der Leber von
PSC-Patienten ist, wird zurzeit noch von uns edutrDa nur wenig Lebermaterial im Rahmen
von Biopsien zur Verfugung steht, kdnnen hieribechnkeine klaren Angaben gemacht
werden.
Obwohl keine Unterschiede in den oben aufgeflhttenkozytenpopulationen vorlagen,
kénnten in der Zusammensetzung weiterer Zellpojmrah Defekte vorliegen. So wurde auf
Grund der Assoziation zwischen PSC und Polymorpéisim Genlocus vorkE2-2/Tcf4,
welcher fir den Mastertranskriptionsfaktor der plagytoiden DCs kodieft die Frequenz
von pDCs bei der PSC und Kontrollgruppen im penipheéBlut bestimmt. Plasmazytoide DCs
zeichnen sich durch ihre starke Produktion an Tymdrferonen aus und scheinen bei einer
Vielzahl von Erkrankungen impliziert zu s&lf Dies wurde unter anderem fiir Allergien,
Asthm&32 und Lupus Erythematodes gezeigt. Bei PatientenLopus sind die Frequenzen
zirkulierender peripherer pDCs verringert, wohingegsich vermehrt Akkumulationen
aktivierter, Interferon-produzierender pDCs in béitnen Geweben wie der Haut find&h
Dies scheint nicht fur die PSC zuzutreffen, da imrigheren Blut im Vergleich zu
Kontrollgruppen keine Verédnderungen der pDC-Frequetetektiert werden konnte
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(s. Abb. 17). Ob es zu einer gesteigerten Akkunardavon pDCs in PSC-Lebern kommt,
konnte auf Grund fehlenden Lebergewebes nichtrbestiwerden.

Da Gallengange und Lebern von Patienten mit PS@déine Besiedlung mit Keimen wie
E.coli, S aureus und C.albicans aufweise’, wurden MAIT-Zellen untersucht, welche eine
wichtige Rolle bei der Detektion und Regulation rolkeller Infektionen zu spielen
scheinefr®. Hierfur wurde die MAIT-Zellfrequenz im peripher&ut von PSC-Patienten und
Kontrollgruppen bestimmt. Hierbei zeigte sich, dmsd/ergleich zu Gesunden und Patienten
mit der autoimmunen Gelenksentziindung Rheumatortlerifls, die MAIT-Zellfrequenz in
allen autoimmunen und viralen Leberentzindungennifgignt vermindert vorlag
(s. Abb. 19b). Auch bei Patienten mit der chronsscarmentziindung Colitis Ulcerosa, die
mit PSC assoziiert ist, war die periphere MAIT-Zall vermindert, was mit Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen UbereinstimifitEine Verminderung der peripheren MAIT-Zellzahl
wurde auch bei Patienten mit Typ | Diabétgs_upus Erythematod&¥ und neurologischen
Entziindungsreaktionen wie der Multiplen Sklefds&8beschrieben.

Die reduzierte Anzahl von MAIT-Zellen im peripherdBlut konnte mit ihrem stark
ausgepragten Gewebetropismus zusammenhangen, swelmvorzugt im Darm, der Lunge
und der Leber zu finden siti1°¢ Bei Patienten mit bakteriellen und fungalen Iti@ken
scheint es zu einer verstarkten Rekrutierung dedTvZellen zu den Infektionsherden zu
kommer®. Dies wurde unter anderem furr Patienten mit akfiugberkulose und Pneumonie
gezeigt, bei denen im Blut im Gegensatz zu gesumdetrollen kaum pathogen-reaktive
MAIT-Zellen detektierbar waren, wobei hier abereeirerstarkte MAIT-Zellakkumulation in
den infizierten Lungen der Patienten votfig®® Somit kénnte es im Zuge der in dieser Arbeit
untersuchten pathogenetischen Leber- und Darmehin@en zu einer Einwanderung der
MAIT-Zellen in die betroffenen Gewebe und einem darerbunden Verlust von MAIT-Zellen
im peripheren Blut kommen. Um dies zu verifizierevire die Analyse von Leber- und
Darmgewebe notwendig, die bereits in unserer Asbaiippe erfolgt. Ob MAIT-Zellen
mechanistisch in den Prozess der untersuchtenrikiingen impliziert sind oder unspezifisch
aus dem Blut zum Ort der Entziindung wandern, ishnmklat®®. Im betroffenen Gewebe
kénnten sie antimikrobielle Aktivitdt wie die Sekom der pro-inflammatorischen Zytokine
IL-17 und IFNy ausiibet?®1% Die funktionelle Analyse humaner leberinfiltriacker
MAIT-Zellen erweist sich aber auf Grund des Mangaishumanem Gewebe, speziell von
nicht-pathologischem Gewebe, als schwierig.

MAIT-Zellen kénnen bis zu 45% der Leberlymphozytdarstellet®® und scheinen die

Hauptproduzenten von IL-17 in der humanen Lebesad®" 18 Es wurde eine gesteigerte
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Anzahl IL-17-produzierender Lymphozyten in LebeonwPSC-Patienten detekti€rtwobei
noch nicht geklart ist, ob es sich hierbei um Thdder MAIT-Zellen handelt. Moglicherweise
kommt es auf Grund der vermehrten Keimbesiedlunglé&ePSC initial zu einer gesteigerten
Rekrutierung von MAIT-Zellen in die Leber und Galgginge, wo sie dann bei der Bekampfung
der Infektion involviert sind und dabei groRe MengelL-17 und weiterer
pro-inflammatorischer Zytokine produzieren, welclhgederum die Gewebeentziindung
fordern.

4.3 Charakterisierung regulatorischer Zellen und Molektie im

peripheren Blut von PSC-Patienten
Neben pro-inflammatorischen Zellen ist auch dielfEon regulatorischer Zellen ein wichtiger
Aspekt bei der Pathogenese von entziindlichen Brluragen. Foxp3+ regulatorische T-Zellen
(Tregs) haben eine wichtige Rolle bei der Limitiggwon Autoimmunerkrankungen und beim
Schutz vor AbstoRBungsreaktionen nach Organtranspiart*®. Defekte in der Treg-Funktion
wurden fir Autoimmunerkrankungen wie der Rheumaoidrthriti€*! und der Multiplen
Sklerosé*2beschrieben. Bei autoimmunen Lebererkrankungemz \Bieder AlH wird die Rolle
von Tregs kontrovers diskutiert. Wahrend unsereeAsigruppe im peripheren Blut von
AlH-Patienten keinen signifikanten Unterschied ar &requenz und Funktion von Tregs im
Vergleich zu Gesunden feststellen korfte zeigten Longhi et al. eine verminderte
Treg-Frequenz und eine beeintrachtigte suppressipazitat bei Patienten mit Af§
Dass eine mdgliche Stérung der Immunregulation emRathogenese der PSC beteiligt sein
koénnte, wird durch genetische Studien zur PSC IidraDiese wiesen Polymorphismen in
Genloci auf, die fir den IL-2-Rezeptor und die Zy@ IL-2/IL-21 kodiered'333">%und
Relevanz bei der Homoostase von Tregs besitzergsTexprimieren im Vergleich zu
aktivierten Effektor-T-Zellen grol3e Mengen des HR2zeptors, so dass sie deren Proliferation
durch erhohte IL-2-Konsumierung regulieren korffitn Interessanterweise entwickeln
IL-2-Rezeptor-defiziente Mause ohne funktionelleds eine Kolitis-assoziierte autoimmune
Cholangitis, die starke Ahnlichkeit zur PSC *tin unserer Arbeitsgruppe konnten wir in
Patienten mit PSC sowohl im peripheren Blaks auch intrahepatisch verminderte
Treg-Frequenzen im Vergleich zu Kontrollkohortenettéeren. Die reduzierte Treg-Anzahl
korrelierte signifikant mit Homozygotie im Haupelltes PSC-assoziierten SNP ,rs10905718"
im IL2-RA Locus. Da die inhibitorische Funktion von Tregs alem peripheren Blut von
PSC-Patienten beeintrachtigt zu sein séfjesvliten in dieser Arbeit mogliche Mechanismen

der verminderten suppressiven Kapazitat aufgekiémtden. Sowohl immunregulatorische
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Zytokine als auch Zellkontakt-abhangige Mechanisis@reinen hierbei essentiell notwendig
fir diein vivo Treg-Funktion zu seffl®. Es zeigte sich, dass PBMCs aus PSC-Patienten im
Vergleich zu Kontrollgruppen signifikant weniger-10 produzierten (s. Abb. 22a), wobei
dieser Prozess anscheinend nicht von einer asteniil€ED abhangig war (s. Abb. 22b). Die
geringe IL-10 Konzentration in den Uberstanden PBMCs von PSC-Patienten konnte das
Resultat einer reduzierten Treg-Frequenz bzw. dezaminderter Funktionalitat im peripheren
Blut sein. Dieses Ergebnis korreliert mit &hnlictgtndien unserer Arbeitsgruppe, die zeigten,
dass Tregs aus PSC-Patientemninitro Suppressorassays eine verminderte IL-10-Sekretion
aufwiesef?.

Neben der verminderten Sekretion von IL-10 konntehaeine aberrante Expression
regulatorischer Molekule zur reduzierten Treg-Fumkt bei der PSC beitragen. Die
phanotypische Charakterisierung der Tregs zeigtddyeregulatorischen Molekilen CTLA-4,
PD-1 und Tim-3 keine Unterschiede zwischen denraathten Gruppen (s. Abb. 23c-23f,
24a+b). Ein deutlicher Unterschied zeigte sich gbdm der GARP-Expression. Sowohl die
Anzahl GARP-exprimierender Tregs als auch die en@tlGARP-Expressionsstarke auf Tregs
war bei der PSC im Vergleich zu beiden Kontrollgrep bzw. gesunden Kontrollen vermindert
(s. Abb. 23a+b). GARP wird spezifisch nur auf dée@lache stimulierter Tregs exprimitft
und bindet latentes TGB-welches sich aus den miteinander assoziiertelifdpdukten des
pro-TGFf, LAP und reifem TG, zusammensetZf14’ Erst nach Freisetzung von LAP
kann das reife TGB-seine biologische Aktivitat entfalt&éfi. IL-2 scheint in humanen Tregs
zur verstarkten GARP-Oberflachenexpression beigatrfa®, wobei dies ein Phosphoinositid-
3-Kinasen (PI3K)-abhangiger Mechanismus zu seineisf’. Da Polymorphismen im
Genlocus des IL-2-Rezeptors mit der PSC assozignd, konnte eine gestorte
IL-2-Rezeptorkaskade zur verminderten GARP-Expogsbei der PSC beitragen. Um dies zu
analysieren, misste die Aktivierung der PI3K-afdigen Signalkaskade nach
IL-2-Stimulierung von Tregs untersucht werden. GA&®rimierende Tregs scheinimvitro

im Vergleich zu Tregs ohne GARP-Expression eineteggsrte suppressive Funktion
aufzuweisen, die sowohl TGk als auch IL-10-abhangig ist und mit der
GARP-Expressionsstarke korreléft Die bei PSC-Patienten vorliegende verminderte
IL-10-Sekretion der PBMCs (s. Abb. 22a) bzw. Tfégednnte demnach auch von der
reduzierten GARP-Expression abhangen. Eine vernmtmdexpression von GARP auf Tregs
und damit einhergehend eine verminderte suppres@pazitat der Tregs konnte somit zur
PSC-Pathogenese beitragen. Inwieweit sich die inplperen Blut detektierte verminderte

IL-10-Sekretion und GARP-Oberflachenexpression aach PSC-Lebern tbertragen lasst,
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bleibt zu spekulieren. Aus Griinden des Gewebemarkgeinten diese Untersuchungen nicht
mit Lebergewebe durchgefiihrt werden.

Auch die hohe Plastizitat von CD4+ T-Zellen, dieaner reziproken Beziehung zwischen
Th17-Zellen und iTregs fluhrt, kdnnte eine Rolle der PSC-Pathogenese spielen. iTregs
kénnen im pro-inflammatorischem Milieu den Th17-Rbp adaptieren, wobei dieser Prozess
durch IL-1B/IL-6 induziert und durch TGB-inhibiert wirf*°. Da GARP-exprimierende CD4+
T-Zellen im Vergleich zu GARP defizienten T-Zellém pro-inflammatorischem Milieu
weniger IL-17-Sekretion aufweis&fi scheint GARP neben TGFebenfalls einen
inhibierenden Effekt auf die Th17-Konversion zu é&kbSomit kdnnte es bei der PSC auf
Grund erhohter IL-f- und IL-6-Sekretion der PBMCs (s. Abb. 4+5) undmmderter
GARP-Expression der Tregs (s. Abb. 23a+b) zur dektn Konversion von iTregs zu
Th1l7-Zellen kommen. Der Verlust der Treg-Funktiondudie verstarkte Induktion von
Th17-Zellen scheint auch an der Pathogenese welteneaner Autoimmunerkrankungen wie
der Multiplen Sklerosé? und des Morbus Crohn beteiligt zu $éfn Der Einsatzn vitro
induzierter Tregs zur Kontrolle von autoreaktivefektorzellen bei Autoimmunerkrankungen
scheint daher auf Grund der starken PlastizitatiVoegs und deren potentiellen Konversion
zu Th17-Zellen hinterfragt werden zu musséht4

Als weitere wichtige regulatorische Zellpopulatiorurde die Frequenz der von uns als
Trl-Zellen definierten Zellpopulation analysierieDdentifikation der Tr1l-Zellen erfolgte aus
technischen Griinden nicht tiber die co-Expression@D49b und LAG-#°, so dass nicht
sicher feststeht, ob es sich tatsachlich um dielgge Zellen handelt wie sie durch Gagliani et
al. beschrieben wurdét. Es stellte sich heraus, dass im Gegensatz zquéng der Tregs,
die Trl-Frequenz bei der PSC im Vergleich zu demtkilgruppen unverandert war
(s. Abb. 21). Ob es bei der PSC zu einer gestorfemktionalitdt der stark
IL-10-exprimierenden Trl-Zellé®>*° kommt, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht. Hierfir kénnten Trl-Zellen aus PSC- ukdntrollpatienten isoliert und

vergleichend hinsichtlich ihrer IL-10-Sekretion ergucht werden.

4.4  Charakterisierung der Apoptosesensitivitat von T-Zéden im

peripheren Blut von PSC-Patienten
Um eine bestehende Immunreaktion zu beenden isinndbr Kontrolle der Effektorzellen
durch regulatorische Zellen auch die Apoptosefédiigkvon T-Zellen ein wichtiger
immunregulatorischer Schriff. Fir die PSC wird von uns eine verminderte

Apoptosesensitivitat von Effektor-T-Zellen als einger pathogenetischen Mechanismen
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postuliert. Die Apoptose von Lymphozyten ist en&dbend fir den Erhalt der
Immunhomaoostase und fur das Abschalten von Entziggteaktionen. Defekte der Apoptose
konnen zu Erkrankungen wie Autoimmunitat und Krefigiren4164165 Genomweite
Assoziationsstudien zur PSC konnten Assoziationeé®atlymorphismen inBCL2L11-Locus,
welcher fur das pro-apoptotischen Bim kodiert, eigerf’3°. Eine direkte Verbindung
zwischen Erkrankungen der Gallengange und Bim eei@CL2L117-Méause, die eine
Infiltration mononuklearer Zellen um die intrahdpahen Gallengdangen aufwiesénBim
scheint eine Schlusselrolle bei der Induktion deg@mmierten T-Zelltodes zu haben, da es
sowohl am extrinsischen Restimulierungs-induziertéelltod (RICD) als auch am
Zytokinentzug-induzierten Zelltod (CWID) beteiligti sein scheidt®1’t RICD wird durch
Restimulierung des T-Zellrezeptors wahrend einehrimestehenden Immunantwort induziert
und verhindert eine UberschieBende Expansion d&gllént’*1’2 Wenn die Konzentrationen
an wachstumsférdernden Zytokinen wie IL-2 nach rirexfolgreichen adaptiven
Immunantwort sinken, erfolgt durch den CWID die otlierte Kontraktion von T-Zellel¥3

In dieser Arbeit wurde die Apoptosesensitivitatiaktter T-Zellen im peripheren Blut von
Patienten mit PSC und PBC und Gesunden untersiythkonnten zeigen, dass Patienten mit
PSC im Vergleich zu den Kontrollgruppen eine sigaifit verminderte Apoptoserate der
CD4+ T-Zellen sowohl nach RICD als auch nach CWibwéesen (s. Abb. 25b+25d).
Hingegen kam es bei der Apoptoserate der CD8+ TeZelu keinen Unterschieden zwischen
den untersuchten Gruppen, so dass die Apoptos€lier T-Zellen bei PSC-Patienten nicht
beeintrachtigt zu sein schien (s. Abb. 25c+2B@).die zu Grunde liegenden Mechanismen der
reduzierten Apoptoserate von CD4+ T-Zellen beiReC zu analysieren, wurde die Expression
der pro-apoptotischen Molekile Bim, Fas/Fas-Ligamdl Bak und des anti-apoptotischen
Bcl-2 nach Apoptoseinduktion durch RICD bzw. CWHDTi-Zellen bestimmt. Es zeigte sich,
dass die Hochregulierung der Bim-Expression inRie€-Kohorte im Vergleich zu PBC- und
gesunden Kontrollen nach Restimulierung des T-&edlptors signifikant vermindert vorlag
(s. Abb. 26a).

Die verminderte Hochregulierung der Bim-Expressi@ath RICD kénnte zur verringerten
Apoptosesensitivitat der CD4+ T-Zellen in PSC-Rdage beitragen. Welcher Mechanismus
bei der PSC zur reduzierten Apoptoserate der CDZ€llen nach IL-2-Deprivation beitragt
(s. Abb. 25d), bleibt zu klaren. Die CWID-induzerBim-Expression zeigte 6 h nach
IL-2-Entzug keine erkennbaren Unterschiede zwisadtemPSC-, PBC- und Gesundkohorte
(s. Abb. 27a). Da die Unterschiede in der Apoptseder CD4+ T-Zellen nach CWID

zwischen den untersuchten Gruppen deutlich geringeasfielen als nach RICD
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(s. Abb. 25d+25b), kénnten hier kaum detektierbdrgerschiede in der Bim-Expression
involviert sein. Vielleicht war der Zeitpunkt deelfernte 6 h nach CWID-Apoptoseinduktion
zur kurz gewadhlt, um Unterschiede in der Regulat@m Bim durch IL-2-Deprivation
zwischen den Gruppen erkennen zu kénnen. Die Rigulder Bim-Expression erfolgt beim
CWID uber die IL-2-Rezeptor-abhangige AktivierungrdRas/ERK Kinase. Ist IL-2
vorhanden, fuhrt dies zur Degradierung des Bimdtnst und zur Destabilisierung der
Bim-RNA!%2 In Patienten mit einer neuen Form des autoimmugerphoproliferativen
Syndroms (ALPS) kommt es trotz Entzug von IL-2 muee konstitutiven Aktivierung von
Ras/ERK, was wiederum die Bim-Expression daueredgfiziert>".

In weiteren Analysen soll untersucht werden, ob haueberinfitrierende CDA4+
T-Lymphozyten aus PSC-Patienten im Vergleich zutkalen eine verminderte Apoptoserate
nach RICD und CWID aufweisen. Es bleibt aul3erdenklaven, ob Polymorphismen im
BCL2L11-Locus bei den PSC-Patienten am reduzierten CDZellizerlust nach RICD und
CWID und an der reduzierten Hochregulierung von B@ach Restimulierung beteiligt sind.
Die in diese Studie eingeschlossenen PSC-Patierdienl fir SNP-Analysen im
BCL2L11-Locus vorgesehen.

Da die Expression von Bak und Bcl-2 zwischen detenguchten Gruppen sowohl nach
Restimulierung (s.Abb. 26¢+26d) als auch nach Déeprivation (s. Abb. 27c+27d) gleich
ausfiel, schienen diese Proteine nicht an der vetenten CD4+ T-Zellapoptose bei der PSC
beteiligt zu sein. Auch das pro-apoptotische Pnofegis-Ligand, das anscheinend essentiell am
RICD beteiligt ist®®, scheint keine Rolle beim reduzierten Zellverlst CD4+ T-Zellen von
PSC-Patienten zu spielen, da auch hier nach Rdstmmyg der T-Zellen zwischen den
analysierten Gruppen keine Unterschiede im Expsassiveau von Fas-Ligand zu erkennen
waren (s. Abb. 26b). Dass Fas/Fas-Ligand keine eRbki der T-Zellapoptose durch
IL-2-Entzug zu spielen scheint, wurde bereits duiBtudien anderer Arbeitsgruppen
belegt®®1’™t Wir konnten nach Induktion des CWIDs signifikanténterschiede im
Expressionsniveau von Fas-Ligand zwischen PSCP&IPatienten aufzeigen (s. Abb. 27b),
die vermutlich zu vernachlassigen sind, da das&sgionsniveau von Fas-Ligand nach CWID
nahezu unverandert zu T-Zellen ohne Apoptoseindakiiar.

Bei der PSC wird vermutet, dass eine vermindertéellapoptose zu einer gesteigerten
Immunreaktion in der Leber fihrt. Dazu passend wugkzeigt, dass Patienten mit
immunologischen Lebererkrankungen wie der PSC ethéhte VCAM-1-Expression in den
Gallengangen aufweisen. VCAM-1 scheint wiederunerimhibitorischen Einfluss auf die

Apoptose leberinfiltrierender T-Zellen zu haben,swair Persistenz der Leberentziindung
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fuhren kann und somit die Entstehung einer chrbveisdHepatitis beginstigt. Hierbei scheint
die Inhibition der Apoptose durch Bindung von VCAMan daso4p1-Integrin auf den
T-Zellen und der anschlieBenden Akkumulation desapoptotischen Bcl-2 in den T-Zellen
zu erfolge®?. Da VCAM-1 auf Endothelzellen exprimiert wifd, scheint dieser Prozess nicht
an der von uns detektierten verminderten Apopttseler CD4+ T-Zellen im peripheren Blut
von +PSC-Patienten nacgh vitro Induktion von RICD und CWID beteiligt zu sein. Ein
weitere Studie zeigte, dass Patienten mit PSC inrgleieh zu hepatozellularen
Karzinompatienten, die als Kontrollen dienten, eimerminderte Caspase-3-Rate im
Lebergewebe aufwiesen. Dies stand im Gegensaterzeliblestatischen PBC-Patienten, bei
denen im Vergleich zur PSC eine verstarkte Apopatsedes Lebergewebes festgestellt
wurde?®. Dies lasst vermuten, dass die verminderte Ap@apéde in der PSC nicht auf Grund
der Cholestase vorliegt, sondern Krankheits-sptifisein konnt&%. Ob in den von uns
untersuchten T-Zellen im peripheren Blut von PS@edAten auch eine reduzierte
Caspase-3-Expression nach Induktion von RICD undIBCWbrlag, wurde nicht weiter
untersucht, ist aber auf Grund der reduzierten Bxpression nach Restimulierung des
T- Zellrezeptors wahrscheinlich.

Ein zusatzlicher Mechanismus der verminderten Apsggensitivitdt von CD4+ T-Zellen im
peripheren Blut von PSC-Patienten kénnte eine liedezinitiale Aktivierung der T-Zellen
nach T-Zellrezeptorspezifischer Stimulierdfigdurch eine verringerte CD28-Expression auf
CD4+ T-Zellen sein. Es konnte bereits gezeigt werdeéass im peripheren Blut von
PSC-Patienten vermehrt CD4+CD28- T-Zellen im Vadljlezu gesunden Kontrollpatienten
vorkommen und dass im Lebergewebe von PSC-Patieeie® signifikant gesteigerte
Infiltration von CD4+CD28- T-Lymphozyten im Vergtdi zu Kontrollgruppen (Gesund, PBC,
NASH) vorliegt®. Diese CD28-defizienten T-Zellen, die bei PSC#tagn um die
Gallengénge herum lokalisiert sind, produziererstékt IFNy und TNFx und férdern somit
die Gewebeentziinduffy. Auch genetische Assoziationsstudien zur PSC baleginen
potentiellen Einfluss des immunregulatorischen&tnstCD28 auf die PSC-Pathogeriéddm

zu verifizieren, ob bei der PSC eine verminderte28{Expression von CD4+ T-Zellen im
Zusammenhang mit der von uns im peripheren Blutldietrten verminderten Apoptoserate
von CD4+ T-Zellen nach RICD und CWID steht, kénnte peripheren Blut die
CD28-Expression von CD4+ T-Zellen bei PSC-PatientahVergleichsgruppen nach initialer
T-Zellaktivierung mit Antikdrpern gegen CD3 und C®@nd nach finaler Induktion von RICD

und CWID durchflusszytometrisch bestimmt werden.erbei koénnte zudem der
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Aktivierungszustand dieser Zellen durch Expressioa/sen von CD25 und CD69 untersucht
werdert’s.

Zusammenfassend scheint eine verminderte Apopt@se TeZellen durch Defekte im
pro-apoptotischen Bim, eine erhdhte Expression V&@AM-1 in den Gallengéngen der
Patienten und eine verminderten Expression von CR#8CD4+ T-Zellen ein mdglicher
Mechanismus der Enstehung der Primar Sklerosiere@®langitis zu sein, welcher die
Entziindungsreaktion auf die Gallengange und dieet_begrenzen konrff®. Da der CWID
auch einer der immunsuppressiven Mechanismen vagsTist, bleibt noch zu klaren,
inwieweit die verminderte Apoptoserate nach Entzag IL-2 im Zusammenhang mit der
reduzierten suppressiven Kapazitat der Tregs inP&@nten stefit Um dies zu analysieren,
konnte man die Apoptoserate von CD4+ Effektorzateso-Kultur mit Tregs unter Ausschluss

von IL-2 bestimmen.

4.5 Ausblick

a) Untersuchung der Expression pro-inflammatorischer Ztokine im peripheren
Blut von PSC-Patienten
Voruntersuchungen weisen auf Grund der erhdhtenalni -17-produzierender
Lymphozyten in den Portalfeldern von PSC-LeBauf eine vermehrte Rekrutierung
dieser Zellen zu den Gallengangen hin. Zudem zeigtadien, dass es bei der PSC zur
vermehrten Produktion von CCL20 durch BECs koRMntCCL20 ist durch die
Interaktion mit CCR6 auf den Oberflachen aktivieffé17-Zelled'® maRgeblich an
deren Rekrutierung zu den Gallengangen bet&tigtm zu analysieren, ob es bei der
PSC zur vermehrten Migration von Thl7-Zellen zurbére kommt, kénnte bei
PSC-Patienten und Kontrollgruppen die Expressidansstvon CCR6 auf aktivierten
Thl7-Zellen untersucht werden. Da Thl7-Zellen ulge CXCR3/CXCL9-11
Interaktion das sinusoidale Endothel passiererimudie Leber migrieren konnéfi224
kénnte zudem die Expression von CXCR3 auf aktigieih17-Zellen im Vergleich zu
Kontrollen untersucht werden. Zusatzlich kdnnte Hiepatische Expression der
Chemokine CCL20 und CXCL9-11 fur PSC-Patienten whergleichsgruppen
bestimmt werden. In dieser Arbeit konnten wir bsreieigen, dass der Kontakt mit
pathogenen Keimen bei PSC-Patienten im VergleichKauatrollgruppen zu einer
gesteigerten Sekretion von Il3lund IL-6 durch PBMCs fluhrte. Es ware daher
interessant zu untersuchen, ob aus PSC-LebererigoBECs nach Pathogenkontakt

auch vermehrt pro-inflammatorische Zytokine produvzn, die wiederum die
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b)

intrahepatische Th17-Konversion férdern kénnterdefn konnte versucht werden, die
in vitro Konversionsfahigkeit peripherer CD4+ T-Zellen zu 1THZellen bei
PSC-Patienten und Vergleichsgruppen zu bestimmarsaiRuckschlisse auf ihie
vivo Differenzierung zu Th17-Zellen ziehen zu kénnei. &ie PSC sollte aul3erdem
weiter geklart werden, ob die gesteigerte Sekrefimiinflammatorischer Zytokine
nach Pathogenstimulation und die erhthte peripfdre7-Zellfrequenz von einer
Keimbesiedlung der Gallengange abhangt. Hierfurl sié Gruppengrof3e der
analysierten PSC-Kohorte mit bakteriellen Choladgit vergro3ert werden.

Um maogliche Mechanismen der gesteigerten Sekretioinflammatorischer Zytokine
durch PBMCs nach Pathogenstimuation bei PSC-Patienti identifizieren, sollten
weiterhin funktionelle Analysen der TLR-Signaltrdo&tion erfolgen. Hierfir konnten
PBMCs aus PSC-Patienten und Kontrollgruppen in kdélirexperimenten mit
pathogenen Keimen stimuliert werden und Uber Exgowasstudien NkB-gesteuerte
Zielgene untersucht werden, zu denen viele pramfhatorische Zytokine gehéren.
Zudem sollten moégliche Adaptermolekile der TLR-@ignransduktion wie die
inhibitorischen Molekiile SIGIRR (single-immunogldiou interleukin-1 receptor-
related) und IRAK-M (interleukin-1 receptor-assded kinase mono-myelocytic)
untersucht werden. Da Genomweite Assoziationsstugie PSC Assoziationen mit
Polymorphismen im Genlocus voREL aufwiesed’, soll auch die nukleare
Translokation der DNA-bindenden NMB-Untereinheiten p65 (RelA) und c-Rel
analysiert werden.

Ob Polymorphismen im Genlocus vdREL, CARDY, IL-21 und Fut2 bei der
gesteigerten Sekretion Th1l7-induzierender Zytokine der erhdhten Th17-Frequenz
im peripheren Blut und in den Lebern von PSC-P#memnvolviert sind, soll durch

SNP-Analysen der in die Studie eingeschlossendaran ermittelt werden.

Charakterisierung der leukozytaren Zellzusammensetzng im peripheren Blut

von PSC-Patienten

In dieser Arbeit wurde bereits die Zellzusammensggaler Leukozyten im peripheren
Blut von PSC-Patienten und Kontrollgruppen untensu¢Jm Aussagen Uber den
Zustand in PSC-Lebern machen zu koénnen, sollenedigsalysen auch mit

Biopsiematerial erfolgen. Aul3erdem soll durchflyssmetrisch identifiziert werden,

ob es sich bei der gesteigerten Anzahl IL-17-pragtender Zellen in PSC-Lebern um
Thl7-Zellen oder MAIT-Zellen handelt. Hierfir koent Leberzellen mit
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d)

PMA/lonomycin stimuliert werden und dann Uber ihrExpression von
CD3+CD4+IL-17+ als Thl7 bzw. von CD3+N.2+CD161+IL17+ als

IL-17-produzierende MAIT-Zellen identifiziert werde

Charakterisierung regulatorischer Zellen und Molektie im peripheren Blut von
PSC-Patienten

In dieser Arbeit konnten wir bereits zeigen, dasg$ aus PSC-Patienten im Vergleich
zu Kontrollen nach Stimulierung mit IL-2 reduzierteMengen des
immunregulatorischen Molekils GARP auf ihren Olgafflen exprimieren. Zudem
sollen weitere Phanotypisierung der Tregs durchré&gonsbestimmung von CD39,
CD73, CD28, RORc und Foxp3 bei PSC-Patienten unargtigruppen erfolgen.

Da humane CD4+ T-Zellen eine hohe Plastizitat besitund in Gegenwart von IL-2
und TGFB zu iTregs konvertieren konnef} konnte dign vitro Konversionsfahigkeit
von naiven CD4+ T-Zellen zu iTregs in PSC-Patienterd gesunden Kontrollen

bestimmt werden.

Charakterisierung der Apoptosesensitivitat von T-Zden im peripheren Blut von
PSC-Patienten

Die zu Grunde liegenden Mechanismen der im pergheBlut vorliegenden
verminderten Apoptoserate von CD4+ T-Zellen bei F&@lenten im Vergleich zu
Kontrollgruppen nach RICD und CWID sollten genauatersucht werden. Hierfir
konnte bestimmt werden, ob es bei der PSC zur Haften Aktivierung der Ras/ERK
Kinase kommt, die die Bim-Expression reduzieren sonhit anti-apoptotisch wirken
kénnte. AulRerdem soll untersucht werden, ob diemireterte Apoptoserate der
CDA4+ T-Zellen aus einer reduzierten initialen Alginung des T-Zellrezeptors bei PSC-
Patienten resultiert. Hierfur sollen im peripheBlut CD4+ T-Zellen initial mit
Antikdrpern gegen CD3 und CD28 aktiviert werden, dann die Proliferation der
CD4+ T-Zellen und deren Oberflachenexpression vkiiverungsmarkern wie CD25
und CD69 bei PSC-Patienten im Vergleich zu Kontroltu bestimmer®. Erganzend
hierzu soll im peripheren Blut die CD28-Expressimm CD4+ T-Zellen nach initialer
Aktivierung und nach RICD und CWID bei PSC-Patientend Kontrollgruppen
durchflusszytometrisch untersucht werden.

Es sollte zudem analysiert werden, ob die im Vecgleu Kontrollgruppen nach CWID
im peripheren Blut detektierte verminderte Apoptate von CD4+ T-Zellen aus
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PSC-Patienten mit der reduziertem vitro suppressiven Kapazitat von Tregs aus
PSC-Patienten zusammenhangt. Um dies zu untersusbiémm peripheren Blut die
Apoptoserate von CD4+ Effektor-T-Zellen nach cotkumit Tregs unter Ausschluss
von IL-2 bei Patienten mit PSC und Kontrollgrupestimmt werden.

Ob Polymorphismen imBCL2L11-Locus bei PSC-Patienten zum reduzierten
T-Zellverlust nach RICD und CWID und zum reduziartBim-Expressionsniveau
beitragen, soll durch SNP-Analysen der in diesdigteingeschlossenen PSC-Patienten

analysiert werden.
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5 Zusammenfassung

Die Immunpathogenese der cholestatischen autoimmueéererkrankung PSC ist bisher
weitgehend unklar. Dies ist einer der Grinde, wamsnbisher nur eine unzureichende
medikamenttse Therapie gibt, die den progressivenalMt der Erkrankung nicht aufhalten
kanrf. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung immunddaber Prozesse, die an der
Pathogenese der PSC beteiligt sein kdnnten. Esenwegperimentelle Ansatze verfolgt, die
auf unseren Vorarbeiten zum Ungleichgewicht zwischienmunzellaktivierung und
Immunzellregulierung und den genetischen Assoziatitudien zur PSC aufbauten.

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten wiigeer, dass die Interaktion zwischen
Keimen und Immunzellen eine Rolle bei der Pathogemer PSC zu spielen scheint, da wir in
der Galle von PSC-Patienten eine erhohte Keimlaigtktieren konnten. Desweiteren lag nach
Pathogenstimulation von peripheren mononukleardleiZéPBMCs) bei PSC-Patienten im
Vergleich zu Kontrollgruppen eine erhohte Th17-Zetort vor®. Im Rahmen dieser Arbeit
sollten mogliche Mechanismen identifiziert werddig zur aberranten Th17-Zellaktivierung
nach Pathogenkontakt beitragen kdnnten. Es zeighe dass PBMCs aus PSC-Patienten im
Vergleich zu Kontrollgruppen signifikant mehr I[34Sekretion nach Stimulierung mit den
Pathogeneg.albicans, E.faecalis undS.aureus aufwiesen. IL-B ist essentiell fir die humane
Th17-Differenzierung und kann zusammen mit IL-6 kiliel 7-Produktion in CD4+ T-Zellen
induziered®2%2 Auch die IL-6-Sekretion war bei PSC-PatientenMergleich zu Gesunden
nach Stimulierung mi€.albicans undE.faecalis signifikant erhdht. Zudem fanden wir, dass im
peripheren Blut die Frequenz von Thl7-Zellen und Hi-17-Sekretion von PBMCs bei
PSC-Patienten im Vergleich zu den untersuchten idgtuppen per se signifikant verstarkt
vorlagen. Somit konnte die verstarkte Sekretion-ipflammatorischer Zytokine nach
Pathogenkontakt sowie die erhdhte Frequenz IL-bdymierender Zellen im peripheren Blut
auf eine gestortm vivo T-Zelldifferenzierung bei der PSC hinweisen.

Auch eine verstarkte Rekrutierung antimikrobieMAIT-Zellen in die Leber kdnnte an der
Pathogenese der PSC beteiligt sein. Unsere Untaersgen von MAIT-Zellen im peripheren
Blut zeigten, dass deren Frequenz bei allen inedigsbeit untersuchten Leber- bzw.
Darmentzindungen im Vergleich zu Gesunden sigmifikarmindert vorlag.

Die Regulierung von Entziindungsreaktionen scheinPISC-Patienten beeintrachtigt zu sein.
Hierauf weisen Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe Mdie zeigten, dass PSC-Patienten im
Vergleich zu Kontrollgruppen sowohl in der Lebes aluch im peripheren Blut reduzierte

Treg-Frequenzen aufwiesen und dass idievitro suppressive Kapazitat von Tregs im
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peripheren Blut vermindert widr Um die von uns postulierte Storung der Immunratjon bei
der PSC weiter zu untersuchen, erfolgte in deegehden Arbeit eine Sekretionsanalyse des
immunregulatorischen Zytokins IL-10 sowie eine pht§ipische Charakterisierung von Tregs.
Wir konnten hierbei zeigen, dass PBMCs aus Patientet PSC im Vergleich zu
Kontrollgruppen signifikant weniger IL-10 produzien. Zudem wiesen Tregs aus
PSC-Patienten im Vergleich zu Kontrollen eine vewerte Expression des
immunregulatorischen Molekils GARP im periphereatBiuf.

Da neben der Kontrolle von Effektorzellen durchulatprische Zellen die Apoptosefahigkeit
von Lymphozyten ein wichtiger immunregulatorischechritt ist®’, wurde die
Apoptosesensitivitdt von aktivierten T-Zellen beiSGPatienten im Vergleich zu
Kontrollgruppen im peripheren Blut untersucht. Esge sich, dass CD4+ T-Zellen aus
PSC-Patienten eine verminderte Apoptoserate naoptd@peinduktion durch RICD und CWID
aufwiesen. Expressionsanalysen ergaben, dass n@éh éne verminderte Hochregulierung
des pro-apoptotischen Molekils Bim bei PSC-PatrenteVergleich zu Kontrollen erfolgte.
Somit kdnnte eine dysfunktionelle Apoptose von Lyropyten einen weiteren moglichen
pathogenetischen Mechanismus der PSC darstellenaidiweisen auch genetische Studien
zur PSC hin, die Assoziationen der PSC zu Polymsnpén imBCL2L11-Locus, welcher Bim
kodiert, aufwieseti-®

Zusammenfassend unterstitzen die Ergebnisse dexgeamden Arbeit unsere Hypothese, dass
es bei der PSC anscheinend zu einer DysbalancectmmsImmunzellaktivierung und
Immunzellregulierung kommt und eine fehlgesteugkigivierung von Lymphozyten zur

Pathogenese der PSC beitragen konnte.
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6 Abstract

Today the immunopathogenesis of primary sclerosihglangitis (PSC) remains largely
elusive resulting in a lack of suitable therapetar the treatment of the dise&3&/e here aim

to investigate the immunological processes that beinvolved in the pathogenesis of PSC.
This study is based on the recent findings of gerséidies and on our previous investigations,
where we observed an imbalance between the activaimd regulation of immune cells in
patients with PSC.

As shown by our previous work bile fluid of patiewith PSC is frequently colonized with
pathogens. In addition, peripheral blood mononuctedls (PBMCs) of patients with PSC
showed increased Th17 response after stimulatitnpeathogerS. Therefore, a dysregulated
immune response upon microbial stimulation mayrwlved in PSC pathogenesis. In this
study we aim to identify the underlying mechanidealing to an aberrant activation of Th17
cells after stimulation with pathogens. We havevwshthat PBMCs from patients with PSC
produced significantly higher levels of I3 &fter stimulation withC.albicans, E.faecalis and
Saureus compared to control groups. Il3lis the essential factor of human Thil7 cell
differentiation. Together with IL-6, ILf1 can induce IL-17 production in CD4+ T cé#%2%2
IL-6 secretion in PSC was also significantly inaea@ compared to healthy controls after
stimulation withC.albicans and E.faecalis. Furthermore, we could demonstrate that patients
with PSC showed significantly higher frequencieSbi7 cells in peripheral blood compared
to control groups. Accordingly, production of IL-177 PBMCs from patients with PSC was
also significantly increased in comparison to coingroups. Thus, enhanced secretion of
proinflammatory cytokines after microbial stimutatias well as elevated frequencies of Th17
cells in peripheral blood could indicate an impdidgfferentiation of T cells in patients with
PSCin vivo.

An increased recruitment of antimicrobial MAIT &elo the liver could also participate in
pathogenesis of PSC. Our observations showed signily reduced frequencies of MAIT cells
in peripheral blood of patients with liver inflamtican as well as inflammatory bowel disease
compared to healthy controls.

The regulation of immune cells seems to be impaingaatients with PSC. This is suggested
by our previous observations showing reduced Traghbers in the liver as well as in the
peripheral blood of patients with PSC comparedadotrol groups. In comparison to control
groups our preliminary observations also demoresdrat diminished suppressive capacity of
Tregs isolated from peripheral blood of patientshwPSCin vitro®*. To further analyse a
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possible impairement of immune cell regulation BPwe here investigated the secretion of
the immune regulatory cytokine IL-10 and charaetsti Tregs by their expression of
phenotypical markers. We demonstrated that PBMOm fpatients with PSC produced
significantly reduced amounts of IL-10 compareadatrols. In addition, Tregs isolated from
patients with PSC showed a diminished expressiomoifune regulatory molecule GARP.
Beside the regulation of effector T cells by Tregspgrammed cell death of activated
lymphocytes via apoptosis remains an essentialegsto sustain immune homeost&$is
Therefore, activated T cells derived from patiemith PSC and control groups were tested for
sensitivity to apoptosis triggered by extrinsic RI@nd intrinsic CWID. Compared to controls,
CD4+ T cells from patients with PSC exhibited angigant reduction of cell loss after
induction of apoptosis by RICD and CWID. Furthermoexpression assays revealed a
diminished up-regulation of proapoptotic Bim affICD in patients with PSC compared to
control groups.Thus, defective apoptosis of activated T cells migbntribute to the
pathogenesis of PSC. This is confirmed by recem¢estudies demonstrating polymorphisms
in a locus encoding for Bifh3®

In conclusion, these findings confirm our suggestioat patients with PSC might exhibit a
dysbalance between activation and regulation ofumercells and that a defective lymphocyte

activation might contribute to the pathogenesiB8C.
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Abb. Abbildung

ABTS Diammonium-2,2”-azino-di-(3-
ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsdure

AlH Autoimmune Hepatitis

AK Antikorper

ALT Alaninaminotransferase

AMA antimitochondriale Antikdrper

ANA antinukleare Antikorper

AP alkalische Phosphatase

APC Allophycocyanin

APC Antigen-prasentierende Zelle

AST Aspartataminotransferase

BEC bilidre Epithelzelle

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Celsius

C Konzentration

C. albicans Candida albicans

CARD caspase-associated recruitment domain

CED chronisch entziindliche Darmerkrankung

CD Unterscheidungsgruppen (Cluster of
differentiation)

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure

CTLA-4 Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4

ct cycle threshold

CWID Zytokinentzug-induzierter Zelltod

DC Dentritische Zelle

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

EAE Experimentelle autoimmune
Encephalomyelitis

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

E. feacalis Enterococcus feacalis

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ERCP Endoskopie

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

Fc Komplementprotein

FCS Fetale Kalberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

Foxp3 forkhead/winged helix Transkriptionsfakt

FSC Vorwartsstreulicht (forward scatter)

g Gramm

GARP Glycoprotein A repititions predominant

GITR Glucocorticoid-induced TNFR-related
protein

h Stunde
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n

HCC Hepatozellulares Karzinom

HCV Hepatitis C Virus

HIV Humanes Immundefizienz Virus

HLA Human Leukocyte Antigen

HRP Meerrettich Peroxidase (Horse Raddish
Peroxidase)

IFN Interferon

lg Immunglobulin

IL Interleukin

iMFI integrierte mittlere Fluoreszenzintensitat

IRAK-M interleukin-1 receptor-associated kinase
mono-myelocytic

iTreg induzierte regulatorische T-Zelle

kg Kilogramm

I Liter

LAP latency-associated peptide

LKM Mikrosomen in Leber und Milz

LPS Lipopolysaccharid

LSEC Sinuosoidale Endothelzelle der Leber

M Molar

m mannlich

MACS Magnet Activated Cell Sorting

MadCAM-1 mucosal vascular addressin cell adhesig
molecule 1

MAIT Mukosa-assoziierten invarianten T-Zelle

mg Milligramm

1g Mikrogramm

MHC Haupthistokompatibilitadtskomplex (Major
Histocompatibility Complex)

min Minute

ml Milliliter

ul Mikroliter

mM Millimol

MRCP Magnetresonanztomographie

MRNA Boten-Ribonukleinsdure (Messenger
Ribonucleic Acid)

MS Multiple Sklerose

N Normalitat

NF-kB nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer
of activated B-cells

ng Nanogramm

NK-Zellen Naturliche Killer Zellen (Natural Killer
Cells)

NKT-Zellen Naturliche Killer T-Zellen (Natural Kér T
Cells)

ns nicht signifikant

nTreg naturliche regulatorische T-Zelle

oD optische Dichte

PacO-NHS Pacific Orange Succimidyl Ester

PAMPS Pathogen-assoziierte Muster
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PBC Primar Bilire Zirrhose

PBS Phosphate Buffered Saline

PBMC periphere mononukleare Zelle

PCR Polymerase Kettenreaktion

PD-1 Programmed Death Receptor 1

pDC plasmazytoide DC

PDC-E2 Pyruvat-Dehydrogenasekomplexes

PE Phycoerythrin

PFA Paraformaldehyd

pg Picogramm

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate

P/S Penecillin/Streptavidin

PSC Primar Sklerosierende Cholangitis

gRT-PCR quantitative Real Time-PCR

rpm Umdrehung pro Minute

RA Rheumatoide Arthritis

RICD Restimulierungs-induzierter Zelltod

RNA Ribonukleinsdure (Ribonucleic Acid)

RORyt retinoic acid-related orphan receptor
gamma-t

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

S. siehe

S aureus Saphyl okokkus aureus

sec Sekunden

SIGIRR single-immunoglobulin interleukin-1
receptor-related

SLE Systemischer Lupus Erythematodes

SMA Autoantikdrper gegen die glatte Muskula
(smooth muscle antibody)

SNP Single Nucleotide Polymorphism

SSC Seitwartsstreulicht (side scatter)

t Zeit

Tab. Tabelle

TBE TRIS-Borat-EDTA-Puffer

TBS Tris gepufferte Saline (Tris Buffered
Saline)

TCR T-Zellrezeptor

TGF Transforming Growth Factor

Th T Helfer

Tim-3 T-cell immunoglobulin domain and mucir
domain 3

TLR Toll-Like-Rezeptor

TMB Tetramethylbenzidin

TNF Tumor Nekrosefaktor

Treg regulatorische T-Zelle

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TSDR Treg-spezifische demethylierte Region

U Units

ucC Colitis ulcerosa
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UDCA Ursodesoxycholsaure

UKE Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
VCAM Vascular cell adhesion protein

VS versus

w weiblich

z.B. zum Beispiel
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