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Arbeitshypothese

Die  Autoimmune Hepatitis (AIH) ist eine chronisch-entztndliche
Autoimmunerkrankung der Leber, deren Atiologie ungeklart ist. Es gibt
Hinweise daflr, dass T-Zellen an der Pathogenese der AIH beteiligt sind. In
dieser Arbeit sollten T-Zell-Reaktionen fur die AIH beschrieben werden und
dazu wurde in mehreren Versuchen das Antigen ,soluble liver antigen/liver
pancreas antigen“ (SLA/LP) verwendet. Die gegen das SLA/LP-Protein
gerichteten Autoantikdrper lassen sich spezifisch bei AlH-Patienten
nachweisen, sodass die Hypothese naheliegt, dass dieses Autoantigen bei
grundlegenden immunologischen Ablaufen der Erkrankung eine Rolle spielt.

Anhand von Transferversuchen von Abwehrzellen wurde in der vorliegenden
Arbeit Uberpriuft, ob sich durch SLA/LP-stimulierte Lymphknotenzellen eine
Hepatitis im Mausmodell induzieren lasst. Der EinfluR des genetischen
Hintergrundes der Mause auf die Entziindungsreaktion wurde dabei untersucht.
Laborinterne  Vorarbeiten im  murinen  Organismus hatten eine
proinflammatorische, Th17-beglinstigende Immunantwort gegenuber dem
SLA/LP-Protein gezeigt. Nun sollten bei AlIH-Patienten die T-Zell-Reaktionen
gegen dieses Antigen analysiert und entzindliche Effektorantworten
charakterisiert werden. Auch eine Kompromittierung von regulatorischen T-
Zellen (Trwg) schien als pathogenetischer Mechanismus der AIH mdglich,
sodass eine Quantifizierung der T4 bei den Erkrankten durchgefiihrt wurde.
AuRBerdem stellte sich die Frage, ob modulierende Einflisse Uber Toll-like
Rezeptoren (TLR) wund ihre Liganden fir die T-Zell-vermittelten

Immunreaktionen der Autoimmunen Hepatitis von Relevanz sind.



I. Einleitung

1. Autoimmune Hepatitis

1.1 Geschichtlicher Hintergrund

Die Autoimmune Hepatitis wurde 1950 von Waldenstrom zum ersten Mal
beschrieben. Sie wurde von der bereits in den 1940er Jahren klinisch bekannt
gewordenen Chronisch Aktiven Hepatitis durch die neu registrierte
Hypergammaglobulinamie abgegrenzt und vorrangig bei Frauen diagnostiziert.
In diesen frithen Jahren nahm man eine virale Pathogenese dieser chronischen
Entzindung der Leber an, ohne den Erreger identifizieren zu kénnen. Einen
Umbruch stellte die Veroffentlichung von Cowling et al. (1956) dar. Durch den
Nachweis von Antinuklearen Antikorpern (ANA) wurde der Grundstein fur den
autoimmunen Charakter dieser von da an genannten ,Lupoiden Hepatitis”
gelegt. Die endgultige formale Bezeichnung ,Autoimmune Hepatitis* setzte sich
erst in den Folgejahren durch und das Krankheitsbild wurde dann anhand
klarer Diagnosekriterien definiert (Alvarez et al. 1999, Hennes et al. 2008). Die
Atiologie der AlH bleibt bis heute ungeklart.

1.2 Definition, Diagnostik und Therapie

Die Autoimmune Hepatitis ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung der
Leber mit typischen Charakteristika wie einer Erh6éhung der Serum-
Transaminasen, einer Hypergammaglobulinamie mit zumeist selektiver 1gG-
Vermehrung, einem lymphoplasmazellularen Infiltrat in der Leber, dem
Auftreten von Autoantikorpern, der Assoziation mit den Leukozytenantigenen
HLA- (Human Leukocyte Antigen = Humanes Leukozytenantigen) DR3 und
HLA-DR4 und dem therapeutischen Ansprechen auf Glukokortikoide (Alvarez
et al. 1999, Krawitt 2006).

Einige histologische Merkmale der AlH, die aber auch bei anderen chronischen
Lebererkrankungen wie z.B. der viralen Hepatitis vorkommen, wurden bereits
1958 von Klatskin beschrieben. Diese umfassten bruckenbildende Nekrosen,
ballonierte, rosettenartig formierte Hepatozyten, Regeneratknoten und eine



mononukleédre Entzindungsreaktion. In den Folgejahren beschrieben andere
Autoren weitere typische, aber dennoch nicht fur die AIH spezifische
feingewebliche Auffalligkeiten wie das Auftreten einer periportalen
Grenzzonenhepatitis  (,Interface-Hepatitis) mit einzelnen sogenannten
.Mottenfral3-Nekrosen* (,piecemeal necrosis“) und portalen Plasmazell-
infiltraten (Pratt et al. 1997, Krawitt 2006). Der Stimulus fir die periportale
Infiltration von Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen, die unter
dem Begriff mononukleare Abwehrzellen zusammengefasst werden, bleibt
weiterhin unbekannt. Die feingewebliche Untersuchung der Leber ist ein
essentieller Bestandteil der Diagnose der AIH und der sicherste Indikator fur
einen Therapieerfolg.

Bezuglich der Therapie der Autoimmunen Hepatitis haben sich Glukokortikoide
und Azathioprin als Standardtherapie herausgebildet (Krawitt 2006). Nachdem
eine Remission erreicht ist, kann diese oft nur durch jahrelange
Immunsuppression erhalten werden (Kanzler et al. 2001). Unter optimaler
Therapie weisen AlH-Patienten dann aber eine normale Lebenserwartung auf.
Somit kommt der frihen Diagnosestellung eine besondere Bedeutung zu.

Die Autoimmune Hepatitis verlauft unbehandelt chronisch-progredient, haufig
schubférmig und kann sich auch akut manifestieren (Krawitt 2006). Die
fulminante Verlaufsform der AIH kann zum Leberversagen fuhren und eine
Lebertransplantation erforderlich machen. Die AIH ist fir circa 5% aller

Lebertransplantationen verantwortlich (Adam et al. 2003).

1.3 Epidemiologie, Genetik und Assoziationen

Die AIH weist eine Préavalenz von circa 1:10.000 in der européaischen
Bevolkerung auf (Werner et al. 2008). Sie kann bei Kindern und Erwachsenen
jeglichen Alters auftreten (Krawitt 2006).

Eine grundlegende genetisch-determinierte Assoziation der AIH stellt das
weibliche Geschlecht dar (Krawitt 2006), wobei dieses Phanomen typisch fur
viele Autoimmunerkrankungen ist (Whitacre 2001). Aul3erdem sind Trager der
Leukozytenantigene HLA-DRB1*0301 (HLA-DR3) und HLA-DRB1*0401 (HLA-
DR4) in Europa und Nordamerika fur das Auftreten einer Autoimmunen

Hepatitis suszeptibel (Donaldson 2002). Insbesondere eine Homozygotie der



Allele fur HLA-DR3 geht haufiger mit einem schweren Krankheitsverlauf und
dem verminderten Ansprechen auf eine Glukokortikoidtherapie einher (Czaja et
al. 1997). Im internationalen Vergleich offenbart sich eine Diversitat hinsichtlich
diverser Subtypen der HLA-Molekile, deren Bedeutung es fur Klinische
Verlaufe und pathogenetische Modelle zu klaren gilt (Muratori et al. 2005,
Teufel et al. 2006).

Allerdings ist ein bestimmter HLA-Typ fur die Entstehung einer
Autoimmunerkrankung  nicht ausreichend, da Menschen mit zu
Autoimmunerkrankungen pradisponierenden HLA-Haplotypen meistens gesund
sind (Theofilopoulos 1995). Vielmehr muss der HLA-Hintergrund als einer unter
vielen genetischen Faktoren angesehen werden, die in ihrer Gesamtheit die
Suszeptibilitat fur Autoimmunerkrankungen bedingen. Es sind einige
Polymorphismen von Toleranz- und Autoimmunitdtsgenen bekannt, die die
immunologischen Reaktionen modulieren koénnen und deren genaue
biologische Funktion analysiert werden muss (Czaja 2008). Die sogenannte
»second hit“-Hypothese besagt, dass zusatzlich zur genetischen Suszeptibilitat
das Hinzukommen von noch unbekannten Faktoren wie Umwelteinflissen
notwendig ist. Mogliche Umweltfaktoren kdnnten Infektionskrankheiten oder die
Exposition gegentber Toxinen sein (Benoist und Mathis 2001).

Desweiteren finden sich bei AlH-Patienten andere Erkrankungen mit
autoimmunem Hintergrund héaufiger als in der Normalbevolkerung. Beispiele
hierfur sind die Hashimoto Thyreoditis, die Vitiligo, das Sjoégren-Syndrom, der
Diabetes mellitus Typ | und die Rheumatoide Arthritis (Teufel et al. 2009).
Diese Assoziationen wurden jedoch nicht in grof3en Kohorten untersucht.

1.4 Autoantikdrper

Anhand der laborchemisch bestimmten Autoantikbrpermuster der Patienten
werden zwei Typen der Autoimmunen Hepatitis unterschieden (Alvarez et al.
1999):

Der Typ 1 ist gekennzeichnet durch das Vorkommen von ANA (anti-nuclear
antibodies = Antinukleare Antikérper), SMA (smooth muscle antibodies =
Antikdrper gegen glatte Muskulatur) und/oder SLA/LP-Antikoérper (soluble liver



antigen/liver pancreas antigen = Iosliches Leberantigen/Leber-Pankreas-
Antigen).

Der Typ 2 wird durch LKM-1-(liver kidney microsomes = Leber- und
Nierenmikrosomen) Antikorper definiert.

Mit Ausnahme der Antikorper gegen SLA/LP sind alle anderen Antikorper fur
die AIH nicht spezifisch, da sie auch bei viralen und anderen autoimmunen

Lebererkrankungen vorkommen (Lohse et al. 1995).

ANA kommen bei circa 70-80% der AIH-Patienten vor, sind aber nicht
krankheitsspezifisch, da sie sich auch bei Erkrankungen wie z.B. dem
Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) nachweisen lassen (Lohse et al.
1995).

SMA zeigen eine Reaktivitat gegen das Zytoskelettprotein F-Aktin (Frenzel et
al. 2006). Sie treten in circa 75% der Falle mit ANA gemeinsam auf und sind
bei Patienten mit viralen Hepatitiden nachweisbar (Czaja 2005).

LKM-1-Antik6rper richten sich gegen ein Antigen, das im Endoplasmatischen
Retikulum von Leberzellen und proximalen Tubuluszellen der Nieren
angereichert ist (Rizzetto et al. 1973). Das Zielantigen wurde als eine ,2D6"-
Isoformvariante des Cytochrom-P-450-Systems (CYP450) identifiziert (Manns
et al. 1991). Eine polyklonale Th1-Antwort konnte beschrieben werden, die sich
gegen verschiedene Epitope des CYP450-2D6-Moleklls richtet (Lohr et al.
1991). Fur diese Immunantwort wurde eine vermehrte Produktion des Zytokins
Interferon-y (IFN-y) beschrieben und es bestand eine Korrelation zwischen der
Anzahl der durch T-Zellen erkannten Epitope und dem Krankheitsgrad. LKM-1-
Antikorper finden sich in ca. 1-3% der Falle von AlH, konnten aber auch bei der
Hepatitis C detektiert werden (Kerkar et al. 2003).

SLA/LP-Antikdrper treten in ca. 20% der Falle von AlH auf (Manns et al. 1987,
Herkel et al. 2002). Es gibt regionale Unterschiede, beispielsweise ist fur Japan
eine Frequenz von lediglich 5% von SLA/LP-positiven Autoimmunen
Hepatitiden beschrieben worden (Nishioka 1998). Die SLA/LP-Antikorper sind



im Gegensatz zu den anderen Autoantikorpern fur die Autoimmune Hepatitis
spezifisch (Baeres et al. 2002).

Die Antikoérper gegen SLA wurden von Manns et al. (1987) und die Antikdrper
gegen LP von Stechemesser et al. (1993) beschrieben. Diese Autoantikdrper
richten sich gegen ein l6sliches Antigen aus dem Zytoplasma von Leber- oder
Pankreasgewebe, das spater als identisches Protein nachgewiesen wurde
(Wies et al. 2000). Die entsprechenden Antikdrper wurden fortan unter dem
Namen SLA/LP-Antikérper zusammengefasst.

Es wurde vorgeschlagen, dass Patienten, die positiv fur SLA/LP-Antikdrper
sind, einem dritten Typ der Autoimmunen Hepatitis zugeordnet werden
(Strassburg und Manns 2002). Aufgrund eines mit der AIH vom Typ 1
vergleichbaren klinischen Verlaufs wurde aber davon abgesehen (Kanzler er al.
2001, Baeres 2002). AulRerdem zeigten Teufel et al. (2006) einen &ahnlichen
HLA-Hintergrund bei Patienten einer AIH vom Typ 1 und einer SLA/LP-
positiven AlH.

Das Zielprotein der SLA/LP-Antikorper wird in der Nomenklatur als ,SEPSECS*
definiert (siehe unten) und ist 422 Aminosauren lang. Die Aminoséuren 371-
409 wurden als der entscheidene Abschnitt fur die B-Zell-Antwort ausgemacht
(Wies et al. 2000). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass das Autoantigen
in zwei unterschiedlichen Splei3varianten vorliegt. Diese wurden entsprechend
ihrer Herkunft als J-D.1 (aus einer Jurkat-Lymphomzelllinie) und als L-D.1 (aus
einer humanen Leberzelllinie) bezeichnet.

Das SLA/LP-Protein ist hochkonserviert und nicht speziesspezifisch. Es liel3en
sich in verschiedenen Spezies hohe Sequenzhomologien nachweisen (Wang et
al. 2006) und die Expression ist nicht auf das Lebergewebe beschrankt,
sondern das SLA/LP-Protein kommt u.a. auch im Pankreas, in der Lunge, in
den Nieren und in aktivierten Lymphozyten vor (Stechemesser et al. 1993,
Wies et al. 2000). Die biologische Funktion des SLA/LP-Proteins liegt in der
Selenoproteinbiosynthese. Es wurde gezeigt, dass das SLA/LP als
Selenocysteinyl-tRNA-Synthase fungiert, was sich auch in der Nomenklatur des
entsprechenden Gens niederschlagt, die das SLA/LP als ,SEPSECS®
bezeichnet (Yuan et al. 2006). ,SEP“ bezeichnet ein Phosphoseryl-tRNA-
Vorlaufermolekdl, ,SEC*“ meint Selenocysteinyl-tRNA als Produkt der
enzymatischen Aktivitdt und ,S* die Enzymform Synthase. Inwieweit ein



nutritiver Mangel an Selen und dessen Stoffwechsel einen Einflul3 auf SLA/LP
als Autoantigen hat, bleibt noch endguiltig zu klaren (Herkel et al. 2007).

Bemerkenswert ist weiterhin, dass die SLA/LP-AntikGrper vorrangig dem
Immunglobulin-Subtyp 1gG1 angehdren und das gleiche Epitop am
Carboxyterminus des SLA/LP-Proteins erkennen (Herkel et al. 2002). Es
bestehen Sequenzhomologien zwischen diesem Epitop und Peptidsequenzen
von mikrobiellen Erregern wie z.B. dem Humanen Herpes Virus 6 (HHV-6), die
bisher als nicht fiir die AIH &atiologisch relevant angesehen wurden (Herkel et al.
2002). Hinsichtlich der Pathogenese der AIH ist aber neben einer humoralen
Immunantwort gegen SLA/LP auch eine Analyse zellularer Mechanismen
wichtig. Mix et al. beschrieben im Jahr 2008 zwei HLA-DR3-restringierte
Epitope des SLA/LP-Molekils, die von CD4+ T-Zellen erkannt werden. Eines
dieser Epitope uUberschneidet sich mit der oben beschriebenen, von SLA/LP-
Antikdrpern erkannten Sequenz am Carboxy-Terminus und stellt somit eine
Verknipfung von B- und T-Zell-Antwort her. Dieses Phanomen ist schon bei

anderen Autoimmunerkrankungen beobachtet worden (Reijonen et al. 2004).

15 Pathogenetische Aspekte

Uber die pathogenetischen Mechanismen der Autoimmunen Hepatitis ist
derzeit wenig bekannt. Grundsatzlich muss geklart werden, welche
Mechanismen zum Zusammenbruch der Toleranz in der Leber fihren und wie
sich die bei der AIH ablaufenden Entzindungsreaktionen charakterisieren
lassen. Welche leberspezifischen Antigene werden durch das Immunsystem im
Rahmen der AIH erkannt? Welche Effektorantworten verursachen den
hepatozellularen Schaden? Was sind die Bestandteile des entzindlichen
Zytokinmilieus, die die Immunantwort aktivieren und formen? Inwieweit sind die
Toleranz-vermittelnden Bestandteile des Immunsystem an der Pathogenese
der AIH beteiligt und warum kodnnen sie die Entzindungsreaktion nicht
einschrdnken? Ein weiterer allgemeiner Aspekt muss hinsichtlich der
Pathogenese der AIH bedacht werden: Inwieweit koénnen homologe
Pathomechanismen fur eine Erkrankung wahrscheinlich sein, die sich durch
eine derart klinische und serologische Heterogenitat auszeichnet wie die AIH?



Autoimmune Mechanismen

Ein Phanomen, das hinsichtlich der Atiologie der AIH diskutiert wird, ist die
Kreuzreaktivitat, die v.a. fur den Typ 2 der AIH untersucht worden ist. Unter
Kreuzreaktivitdt versteht man die Bindung eines Antikbrpers an zwei
unterschiedliche Antigene, die aber Uber identische oder sehr ahnliche Epitope
verfugen. Die LKM-1-Antikdrper richten sich gegen das CYP2D6-Molekil,
erkennen aber auch homologe Epitope des Hepatitis-C-Virus und des
Cytomegalievirus (Kerkar et al. 2003). Diese Ergebnisse gehen mit der
Hypothese von Aichele et al. (1996) konform, dass genetisch suszeptible
Individuen nach der Exposition gegentuber einem oft unbekannten Erreger und
vermittelt durch eine resultierende Kreuzreaktivitat, eine Autoimmunerkrankung
entwickeln konnen. Fur die SLA/LP-Antikdrper konnte bisher keine relevante
Kreuzreaktivitat belegt werden (Herkel et al. 2002).

Auch eine gestorte Apoptose muss als Pathomechanismus Uberprift werden.
Die CD4-positiven CD25-negativen T-Zellen als potentielle Effektorzellen der
AlIH weisen eine verminderte Apoptoserate auf (Longhi et al. 2006). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass autoreaktive, apoptose-resistente T-Zellen bei
Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis auftreten und eine
Uberexpression des antiapoptotischen Bcl-2-Molekiils (B-cell lymphoma 2) in
CDA4+ T-Zellen aufweisen (Schirmer et al. 1998).

Autoantigene

Da die Autoimmune Hepatitis eine organspezifische Autoimmunerkrankung ist,
liegt die Suche nach einem leberspezifischen Antigen als Ausloser fur die
aberrante Immunantwort nahe. Der chronische Verlauf der AIH lasst weiterhin
vermuten, dass die fur die Pathogenese relevanten Antigene auch relativ
konstant in der Leber prasentiert werden.

Der Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGPR) galt zu Beginn der
Forschungsarbeiten Uber die AIH als vielversprechendes leberspezifisches
Autoantigen, da sich bei AlH-Patienten CD8+ T-Zell-Klone nachweisen liel3en,
die fur diesen Rezeptor spezifisch waren (Wen et al. 1990). Es zeigte sich aber,
dass auch bei der autoimmunen Lebererkrankung Priméar Bilidre Zirrhose
(PBC) eine T-Zell-vermittelte Antwort gegentber dem l6slichen ASGPR
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besteht und somit konnte dem ASGPR keine krankheitsspezifische Rolle fur die
AIH zugesprochen werden (Lohr et al. 1990).

Der Problematik, die fur die AIH spezifischen Autoantigene zu identifizieren,
kann sich dadurch genahert werden, indem man die Effektor-T-Zellen isoliert,
die diese Autoantigene erkennen. Allerdings ist die Frequenz dieser Zellen im
peripheren Blut wie bei anderen Autoimmunerkrankungen sehr gering
(Reijonen et al. 2004). Autoreaktive T-Zellen sind wahrscheinlich starker im
Entziindungsgewebe vertreten, konnten aber durch Leberbiopsien in geringer
Anzahl isoliert werden. Fur weitere Analysen muissten sie expandiert oder
kloniert werden, was wiederum einen verfalschenden Einflul3 auf quantitative

und qualitative Funktionsanalysen dieser Zellen hatte (Lohr et al. 1996).

Effektormechanismen

Da die oben genannten HLA-Molekile die Suszeptibilitat fur die Autoimmune
Hepatitis erhohen, ist eine Beteiligung von CD4+ T-Helferzellen an der
Atiologie der AIH anzunehmen. Dies hat folgenden Hintergrund:

Die Bindung eines Epitopes erfolgt bei B-Zellen und Antikdrpern direkt und in
der nativen Form des Antigens, bei T-Zellen muss zunachst eine Prozessierung
und Prasentation des Antigens tUber membranstandige HLA- bzw. MHC- (Major
Histocompatibility Complex = Haupthistokompatibilitatskomplex) Molekile
erfolgen. Typische MHC Klasse Il tragende Zellen sind Dendritische Zellen
(DC), Makrophagen und B-Zellen. Man unterscheidet zum einen MHC Klasse |
Molekile mit den Hauptgenen HLA-A, HLA-B und HLA-C, die Antigene den T-
Zell-Rezeptoren von CD8+ T-Zellen prasentieren. Zum anderen interagieren
MHC Klasse Il Molekiile mit den T-Zell-Rezeptoren von CD4+ T-Zellen. Die
Hauptgene der MHC Il Molekiile sind HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR. Auf die
Bindung eines Antigens folgt die klonale Selektion und Expansion der
rezeptortragenden  Zelle. Daraus hervorgehende  antigenspezifische
Gedéachtnis- (memory-) Zellen persistieren im menschlichen Organismus fir
lange Zeit und bilden die Grundlage des immunologischen Gedachtnisses.

Eine Modellvorstellung der AIH geht davon aus, dass ein potentielles,
leberspezifisches Autoantigen naiven T-Zellen durch MHC 1l Molekile
prasentiert wird. Abhangig vom Zytokinmilieu der zellularen Umgebung wird
dann eine Signalkaskade ausgel6st, die eine Aktivierung und Differenzierung



von T-Zellen in verschiedene Richtungen begunstigt bzw. verhindert und
schlieBlich zum Untergang von Hepatozyten fuhrt (Longhi et al. 2009).

Es gibt unterschiedliche Ergebnisse daruber, welcher CD4+ T-Zelltyp bei der
AlH vorherrschend ist: eine Arbeit beschreibt die Tumornekrosefaktor-a- (TNF-
a) und IFN-y-sezernierenden Th1-Zellen als dominierend (Lohr et al. 1996),
eine andere Arbeitsgruppe hingegen isolierte vor allem Interleukin-4- (IL-4)
exprimierende Th2-Zellen (Schlaak et al. 1993). Insbesondere in den akuten
Krankheitsphasen der AIH scheinen die CD8+ T-Zellen als eine weitere
Effektorzellart von Bedeutung zu sein (Suzuki et al. 2004). Longhi et al. (2006)
beschrieben auRerdem eine proliferative Uberempfindlichkeit und verstarkte
IFN-y-Expression von CD8+ T-Zellen, v.a. in den Zeiten der hochsten
Krankheitsaktivitat.

Das Zytokin IFN-y erfullt in vielen Tiermodellen zu hepatischen Entzindungen
eine wichtige Effektorfunktion: als ein in der Leber exprimiertes Transgen
(Toyonaga et al. 1994) oder bei der Hepatitis B (Ohta et al. 2000) verursacht es
einen entzundlichen Leberzellschaden. Ein weiteres relevantes pro-
inflammatorisches Zytokin fur die Leber ist TNF-a (Ohta et al. 2000), das

vermehrt von hepatischen Kupffer-Zellen gebildet wird (Gantner et al. 1996).

Regulatorische T-Zellen

Es gibt Hinweise dafur, dass nicht nur proinflammatorische Zellen an der
Pathogenese der AIH beteiligt sind, sondern dass auch eine Dysregulation von
antiinflammatorischen, regulatorischen T-Zellen (T.gy) an der Storung der
Immunhomaoostase vorliegen konnte.

Das Zytokin Transforming growth factor beta (TGF-@) fordert die Differenzierung
von regulatorischen T-Zellen und ist ein fur Tegs charakteristisches
Effektorzytokin (Shevach 2009). Longhi et al. (2006) zeigten eine verminderte
Sekretion von TGF-B durch Trgs bei AlH-Patienten. Eine genaue Analyse der
Tregs wurde von Longhi et al. (2005 und 2006) hinsichtlich ihrer Anzahl und ihrer
Suppressorfunktion durchgefuhrt. AlH-Patienten zeigten eine signifikant
geringere Frequenz von Trgs im peripheren Blut im Vergleich zu Gesunden,
sowohl in Zeiten der Diagnosestellung mit hohem Aktivitatsgrad der Erkrankung
als auch zu Zeiten der Remission (Longhi et al. 2004). Die reduzierte

Funktionalitat der regulatorischen T-Zellen wurde anhand der Tg-vermittelten
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Proliferationshemmung und verminderten Zytokinproduktion der CD4+ und
CD8+ Effektorzellen gezeigt. Longhi et al. (2006) konnten aul3erdem
herausarbeiten, dass die suppressive Funktion von TS bei AlH-Patienten eher
auf Zell-Zell-Kontakten beruht als dass sie zytokinvermittelt ist.

1.6 Tiermodelle

Ein Grund, warum die Erforschung der Atiologie der AIH erschwert wird, ist das
Fehlen eines die verschiedenen Aspekte der Pathogenese umfassenden
Tiermodells. Dies gilt insbesondere fir die AIH vom Typ 1. Ein Mausmodell
sollte grundlegende Charakteristika der AIH erfiillen wie z.B. eine genetische
Suszeptibilitat, das typische histologische Bild der hepatischen
Entztindungsreaktion oder das Auftreten von Autoantikorpern.

Frihe Modelle einer Experimentellen Autoimmunen Hepatitis (EAH) beruhten
auf der Immunisierung von M&ausen mit allogenem Leberantigen, das aus
Leberhomogenat hergestellt und mit dem Immunpotentiator CFA (complete
Freund’'s adjuvant = komplettes Freund'sches Adjuvans) kombiniert wurde
(Scheiffarth et al. 1967). In dieser Zeit gelang bereits der adoptive Zelltransfer
der Erkankung, was die zellulare Beteiligung an den Pathomechanismen der
AlH belegte.

In den Folgejahren etablierte sich ein Protokoll zur Induktion einer EAH mit
Hife des Uberstandes des Leberhomogenates (S100), das durch
Ultrazentrifugation hergestellt wurde (Mori et al. 1985). Das ldsliche Leber-
protein SLA/LP ist in der S100-Fraktion vertreten (Manns et al. 1987). Lohse et
al. (1990) wandelten dieses Protokoll ab und konnten durch einmalige
intraperitoneale (i.p.) Injektion von S100 in Verbindung mit CFA eine EAH
auslosen. Die Arbeitsgruppe fand heraus, dass der genetische Hintergrund der
Mause fur eine EAH-Induktion von Bedeutung ist, wobei der Mausstamm
C57BL/6 besonders suszeptibel fir eine EAH war (Lohse et al. 1990). In
diesem Mausmodell zeigten sich histologische Verdnderungen der Leber, die
von einer Erhohung der Serumtransaminasen - insbesondere der GPT
(Glutamat-Pyruvat-Transaminase) - begleitet wurden. Der hochste Aktivitats-
grad der Hepatitis anhand dieser beiden Parameter war nach 4 bis 5 Wochen
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zu registrieren. Erst im weiteren Verlauf traten auch Autoantikorper auf (Lohse
1991).

Buxbaum et al. (2008) entwickelten ein transgenes Mausmodell, in dem
Ovalbumin auf Hepatozyten exprimiert und in diesen Mausen durch den
adoptiven Transfer von Ovalbumin-spezifischen T-Zellen eine Entzindung der
Leber induziert werden konnte. Diese Form der Hepatitis war abhangig von
transferierten CD8+ T-Zellen und konnte durch CD4+ T-Zellen nur verstarkt,
aber nicht allein ausgeldst werden. Ein chronischer Verlauf konnte nur durch
wiederholte Zelltransfers in Abstanden von 14 Tagen erreicht werden.

Derkow et al. (2007) stellten sich in ihrer Arbeit die Frage, in welchem
lymphatischen Organ die Effektorzellen aktiviert werden: eine intrahepatische
Aktivierung durch Antigen-prasentierende Zellen erschien wahrscheinlicher als
eine Aktivierung in den drainierenden Lymphknoten der Leber oder in der Milz.
Auch diese Arbeitsgruppe detektierte CD8+ T-Zellen als Effektorzellen der
Hepatitis.

Kido et al. (2008) entwickelten ein neues, vielversprechendes Mausmodell
durch neonatale Thymektomie, die die Anzahl der regulatorischen T-Zellen
drastisch reduzierte, von Programmed cell Death 1 (PD-1) Knockout-Tieren. In
diesem Modell konnte eine starke Hepatitis hervorgerufen werden. Der
Signaltransduktion von PD-1 wird eine Kontrollfunktion gegenuber
autoreaktiven T-Zellen zugesprochen (Keir et al. 2006). Das Modell von Kido
et al. (2008) zeigt typische Charakteristika der AIH wie ein mononukleares
Zellinfiltrat in der Leber und die Bildung von antinuklearen Autoantikorpern.
Holdener et al. (2008) konnten die Toleranz der Leber bei Mausen
durchbrechen, indem sie diese mit einem hepatotropen Adenovirus infizierten,
das humanes Cytochrom P450 2D6 exprimierte und induzierten damit ein dem
Typ 2 der AIH ahnliches Krankheitsbild.

Das Mausmodell von Gorham et al. (2001) kombiniert den genetischen
Hintergrund einer BALB/c-Maus mit dem Knockout von TGF-3, was in einer
durch IFN-y-Expression gekennzeichneten Th1-Antwort resultiert, die eine
spontane Hepatitis auslost. Damit erfasst dieses Modell mehrere Aspekte der
AlH: die genetische Suszeptibilitat und die spontane Entwicklung einer Hepatitis

ohne weitere experimentelle Manipulationen oder Transfers von Immunzellen.
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2. Primar sklerosierende Cholangitis,

Primar biliare Zirrhose und Overlap-Syndrome

Die Lebererkrankungen Primar Sklerosierende Cholangitis (PSC) und Primar
Biliare Zirrhose (PBC) wurden in dieser Arbeit als Vergleichsgruppen fiur die
Ergebnisse der Versuche zur AIH herangezogen und sollen im Folgenden
erlautert werden. Die Autoimmune Hepatitis kann sich auch in Form von
Uberlappungssyndromen mit Teilcharakteristka der PBC oder der PSC
prasentieren. Auch auf diese sogenannten Overlap-Syndrome soll kurz

eingegangen werden.

Priméar sklerosierende Cholangitis

Die Primar Sklerosierenden Cholangitis (PSC) ist eine chronisch-progressive,
cholestatische Lebererkrankung, bei der es zu einer entzindlichen Sklerose
und Obliteration der intra- und extrahepatischen Gallengdnge kommt (Lee und
Kaplan 1995). Die segmentalen Fibrosierungen um die Gallengange eignen
sich als diagnostisches Charakteristikum. Letztendlich fiihren diese
pathologischen Veranderungen der PSC zur Leberzirrhose.

Die Atiologie der PSC ist ungeklart. Es tberwiegen die Hinweise, die einen
autoimmunen Hintergrund der Erkrankung unwahrscheinlich machen. Im
Gegensatz zur AIH und PBC (siehe unten) weisen Manner eine hdhere
Inzidenz der PSC als Frauen auf (Bambha et al. 2003). Antikérper, die sich
gegen cytoplasmatische Antigene von Neutrophilen Granulozyten richten und
eine perinukledre Fluoreszenz aufweisen (p-ANCA), sind am ehesten mit der
PSC assoziiert (Lee und Kaplan 1995). Diese pANCAs sind jedoch nur bei
einem Teil der PSC-Patienten vorhanden. Eine Immunsuppression durch
Glukokortikoide hat keinen therapeutischen Effekt und es besteht keine
Assoziation der PSC mit klassischen autoimmunen Erkrankungen.
Bemerkenswert ist eine Assoziation mit den Chronisch Entzindlichen
Darmerkrankungen, vorrangig der Colitis ulcerosa, die bei ca. 75% bis 90% der
PSC-Patienten im Verlauf nachgewiesen werden kann (Bambha et al. 2003).
Die PSC und die PBC (siehe unten) werden mit Ursodeoxycholsaure (UDC)
behandelt, wodurch sich zumeist das cholestatische Bild bessert (Lindor et al.
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2009, Corpechot et al. 2005). Ob dies zu einer Prognoseverbesserung fuhrt,
bleibt umstritten (Goulis et al. 1999).

Die immunologisch-vermittelte Schadigung der Gallenwege scheint essentiell
fur die PSC zu sein, mogliche Antigene konnten allerdings noch nicht detektiert
werden. In einer Veroffentlichung konnten Antikorper gegen biliare Epithelzellen
festgestellt werden, die u.a. zu einer Induktion der Toll-like Rezeptoren (TLR;
siehe unten) TLR4 und TLR9 auf den Epithelien gefuhrt haben (Karrar et al.
2007). Nach der Stimulation dieser Rezeptoren mit ihren jeweiligen Liganden
resultierte hieraus eine erhohte Ausschuttung diverser Zytokine wie z.B. IL-1,
TNF-a und IFN-y, die eine proinflammatorische Immunantwort formen konnten.

Primar biliare Zirrhose

Die Primar Biliare Zirrhose (PBC) ist definiert als eine chronische, nicht eitrige,
destruierende Cholangitis, bei der sich die Entzindung primar gegen kleine und
mittelgrof3e intralobulére Gallengange der Leber richtet. Im Verlauf fuhrt die
Erkrankung zur Cholestase und hat eine Leberzirrhose als Endstadium zur
Folge (Kaplan und Gershwin 2005).

Labordiagnostisch relevant ist der Nachweis von Antimitochondrialen
Antikorpern (AMA) und eine Erhohung des Serum-IgM. Die Antimitochondrialen
Antikorper sind charakteristisch fur die PBC (Kaplan und Gershwin 2005) und
richten sich gegen die E2-Untereinheit des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes
(van de Water et al. 1989, Shigematsu et al. 2000). AMAs finden sich in bis zu
95% der Falle von PBC-Patienten (Kaplan und Gershwin 2005). Wie bei vielen
Autoimmunerkrankungen ist es unwahrscheinlich, dass die Autoantikorper
direkt an der Pathogenese der Erkrankung beteiligt sind, weil kein
offensichtlicher Unterschied zwischen dem Krankheitsverlauf von AMA-
positiven und AMA—negativen PBC-Patienten besteht (Invernizzi et al. 1997).
Die Atiologie der Primar Bilidren Zirrhose ist unbekannt. Folgende Merkmale
legen den Verdacht auf eine autoimmune Genese der PBC nahe: Hinsichtlich
der genetischen Suszeptibilitat findet sich die Erkrankung circa zehnmal
haufiger beim weiblichen Geschlecht als beim mannlichen (Kaplan und
Gershwin 2005). Desweiteren ist die PBC mit anderen autoimmunen

Erkrankungen assoziiert, wie z.B. dem Sjogren-Syndrom (Tsianos et al. 1990).
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Es konnten bei der PBC autoreaktive T-Zellen detektiert werden, die sich in den
zellularen Infiltraten um die intrahepatischen Gallengdnge konzentrieren
(Migliaccio et al. 2001) und die die E2-Untereinheit des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes erkennen (Kita et al. 2002a). Insbesondere epitop-
spezifische CD8+ T-Zellen wurden als Effektorzellen identifiziert (Kita et al.
2002b). Monozyten von PBC-Erkrankten sind suszeptibler gegentber TLR-
Liganden als gesunde Kontrollen (Mao et al. 2005), wobei beispielsweise die
Signalwege von TLR3 (Shimoda et al. 2008) und TLR4 (Wang et al. 2005) an
der Pathogenese der PBC beteiligt zu sein scheinen. Eine Diskrepanz von
Th17 und T.eg-Zellen konnte bei PBC-Patienten beobachtet werden: bei PBC-
Patienten ist die Thl7-Antwort verstarkt aktiv und die Tq4-Population
kompromittiert. 1L-23 scheint dabei eine besonders forderliche Rolle fur die
proinflammatorischen Th17-Zellen einzunehmen (Rong et al. 2009).

Overlap-Syndrome

Die Autoimmune Hepatitis kann auch in Form von Overlap-Syndromen mit den
oben beschriebenen Lebererkrankungen PSC (Gohlke et al. 1996) oder PBC
(Lohse et al. 1999) auftreten. Bei einem Overlap-Syndrom prasentieren sich die
Patienten mit Symptomen und Diagnosekriterien, die sich nicht allein einer
Erkrankung wie AIH, PBC oder PSC zuschreiben lassen. Somit basiert die
Diagnose eines Overlap-Syndroms auf dem simultanen oder konsekutiven
Auftreten von cholestatischen und hepatitischen Pathologien und wird
beschrieben als das héaufigere PBC/AIH- oder das PSC/AIH-Overlap-Syndrom
(Invernizzi und Mackay 2008). Es bleibt ungeklart, ob die Overlap-Syndrome
eigenstandige Krankheitsbilder darstellen oder gar zwei der genannten
Lebererkrankungen gleichzeitig auftreten, kausal aber unabhangig voneinander
bestehen.

3. Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden

Sowohl die Zellen des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems
exprimieren sogenannte ,Pattern Recognition Receptors® (PRR). Diese
Rezeptoren erfullen eine Wachterfunktion, um die ersten Zeichen einer

mikrobiellen Infektion zu detektieren und primare Abwehrmechanismen
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einzuleiten. Sie erkennen konservierte molekulare Strukturen von Erregern, die
als Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) beschrieben wurden
(Medzhitov und Janeway 1998). PAMPs sind z.B. bakterielle
Zellwandbestandteile. Zu den bedeutendsten Pattern Recognition Rezeptoren
gehoren die Toll-like Rezeptoren (TLR). Nach der Bindung eines Liganden an
einen Toll-like Rezeptor verlauft die weitere Signaltransduktion fur die meisten
TLR dber das intrazellulare Signalmolekul Myeloid Differentiation factor 88
(MyD88) (Medzhitov et al. 1998). Die intrazellulare Signalkaskade der TLR
mundet in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (nuclear
factor-kB), der wichtige Komponenten der angeborenen und erworbenen
Immunitat reguliert (Kawai und Akira 2007). Derart nehmen TLR grof3en Einflu®
auf die Expression der antiviralen Typ-I-Interferone (IFN-a und IFN-B) und der
Zytokine TNF-a, IL-6 und IL-12 (Zhang et al. 2007). Auf3erdem regulieren Toll-
like Rezeptoren die Expression von Oberflachenmolekilen  mit
kostimulatorischer oder inhibitorischer Funktion wie MHC Klasse Il Molekdle,
CD40, CD80 und CD86 oder CTLA-4 und PD-1 (Simone et al. 2009). Somit
konnen T-Zellen durch die TLR-vermittelten Zytokinmuster hinsichtlich ihrer
Differenzierungsmoglichkeiten beeinflusst werden oder die Intensitat von T-
Zell-Antworten kann durch die TLR-bedingte Expression kostimulatorischer
Molekule kontrolliert werden (Liew et al. 2004).

Die Toll-like Rezeptoren werden auf Makrophagen und ihren im Blut
zirkulierenden Vorlauferzellen, den Monozyten, auf B-Zellen und Dendritischen
Zellen, aber auch auf epithelialen und endothelialen Zellen exprimiert (Takeda
et al. 2003). Die Verteilung der TLR auf den Abwehrzellen ist unterschiedlich,
beispielsweise findet sich TLR1 ubiquitar, TLR3 hingegen ausschlie3lich auf
Dendritischen Zellen (Muzio et al. 2000).

Es sind bis heute zehn funktionelle Toll-like Rezeptoren im humanen (TLR1 bis
TLR10) und elf funktionelle TLR im murinen Organismus (TLR1 bis TLR?7,
TLR9, TLR11 bis TLR13) beschrieben worden (Zhang et al. 2007). Eine
Subfamilie von TLRs bestehend aus TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 ist in den
meisten Zellen intrazellular im Endoplasmatischen Retikulum, in Lysosomen
oder in Endosomen lokalisiert (Blasius und Beutler 2010). Im Folgenden
werden die in dieser Arbeit verwendeten TLR-Liganden und die dazugehorigen
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Rezeptoren kurz erlautert. Einen Uberblick tiber die humanen TLR und ihre
Liganden liefert die Grafik 1.1:

Grafik 1.1 Ubersicht der TLR und ihrer Liganden

Lipoproteine/-peptide
LPS LTA, PGN, Zymosan Flagellin

TLR4 TLR1 TLR2 TLR6 TLR2 TLRS
! 1 ! extrazellular

intrazellular
TLR3
dsRNA, Poly(1:C) Endosom
TLR7/B
ssRNA, Loxoribine, ssPolyU 2
CpG-DNA, ODN  — TLR3

LPS = Lipopolysaccharid

LTA = Lipoteichonsaure

PGN = Peptidoglycan

dsRNA = doppelstrangige Ribonukleinséure
Poly(l:C) = Polyinosin-Polycytosin-Saure

SSRNA = einzelstréngige Ribonukleinsdure
ssPolyU = Uridinreiche RNA

CpG = Cytosin-Phosphatbindung-Guanin-Motive
ODN = Oligodinukleotide

TLR1, TLR2 und TLR6

Der TLR2 heterodimerisiert mit TLR1 oder mit TLR6, wodurch diese Toll-like
Rezeptoren eine grol3e Diversitat von Strukturen erkennen konnen (Ozinsky et
al. 2000). Das Spektrum reicht von Gram-positiven bis zu Gram-negativen

Bakterien. Beispiele hierfur sind die erkannten Lipoproteine von Mycobakterium
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tuberculosis (Takeuchi et al. 2000), Peptidoglycane (Schwandner et al. 1999),
aber auch Bestandteile von Hefen wie Zymosan (Underhill et al. 1999).

TLR3

Der TLR3 bindet doppelstrangige Ribonukleinsduren (dsRNA = double-
stranded Ribonucleic Acid) (Alexopoulou et al. 2001), die fur Viren
charakteristisch sind. Ein synthetisches Strukturanalogon ist die Polyinosin-
Polycytosin-Saure (poly(l:C)). Es wurden sowohl MyD88-abhanige als auch
MyD88-unabhangige Signalwege fur die Aktivierung von NF-kB belegt
(Alexopoulou et al. 2001).

TLR4
Der Toll-like Rezeptor 4 dient unter anderem der Erkennung des LPS-
Endotoxins aus der Zellwand gramnegativer Bakterien. Makrophagen und
Dendritische Zellen sind typische TLR4-exprimierende Zellen (Medzhitov et al.
1997).

TLR5

Das Protein Flagellin ist die Hauptkomponente der bakteriellen Flagellen, die
zur Fortbewegung der Erreger dienen. Flagellin ist zudem der Ligand von TLRS
(Hayashi et al. 2001), der sich v.a. auf intestinalen Epithelien und Monozyten

nachweisen lasst (Cario und Podolsky 2000).

TLR7 und TLRS8

Der TLR7 erkennt einzelstrangige Guanosin- und/oder uridinreiche (PolyU)
RNA oder ssRNA (single-stranded Ribonucleic Acid = einzelstrangige Ribo-
nukleinsaure) (Heil et al. 2004). Einzelstrangige RNA wird auch von TLRS8
erkannt, der auf Zellen der myeloiden Reihe wie Monozyten exprimiert wird. Die
Ligandenbindung von TLR8 fuhrt zu einem anderen Zytokinprofil als die von
TLR7 (Gorden et al. 2005). Ein synthetischer Ligand von TLR7 ist das

Guanosinanalogon Loxoribin.
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TLR9

Unmethylierte, bakterielle Desoxyribonukleinsduren (DNA; Deoxyribonucleic
Acid) mit Cytosin-Phosphatbindung-Guanin-(CpG-)Motiven werden vom TLR9
gebunden (Hemmi et al. 2000). Auch virale DNA ist ein Ligand von TLR9 (Lund
et al. 2003). Die Ligandenbindung an TLR9 vermittelt im Mausmodell die
Zytokinproduktion von Makrophagen und reguliert die Expression von
Oberflachenmolekilen auf Dendritischen Zellen und somit deren Hilfe fur die T-
Zell-Entwicklung (Hemmi et al. 2000). Synthetische Liganden von TLR9 sind
Oligodinukleotide (CpG-ODN).

NOD2

Neben den TLR gibt es weitere Pattern Recognition Rezeptoren wie z.B die
Molekile NOD1 und NOD2 (Nucleotid-binding Oligomerization Domain), die im
Zytosol lokalisiert sind (Franchi et al. 2009). Der in dieser Arbeit verwendete
NOD2-Ligand ist das zytosolische Peptidoglykan-Fragment MDP
(Muramyldipeptid).

Es gibt Hinweise dafir, dass TLR und ihre Liganden fir Autoimmun-
erkrankungen eine pathogenetische Rolle spielen. In Mausmodellen der
systemischen Autoimmunerkrankung Systemischer Lupus Erythematodes
(SLE) konnte eine Verbindung zwischen der Gendosis von Toll-like Rezeptoren
und dem Auftreten von Autoimmunitdt hergestellt werden. Durch eine
verstarkte Genexpression des TLR7-Gens wurden B-Zellen fur die Liganden
dieses Rezeptors sensibler (Pisitkun et al. 2006) und eine systemische lupoide
Autoimmunreaktion konnte in suszeptiblen Mausstdmmen induziert werden
(Deane et al. 2007).

Da T-Zellen einen wichtigen Bestandteil der Effektorantwort bei
Autoimmunerkrankungen darstellen, muss auch Uberprift werden, inwieweit
eine Ligandenbindung von TLR auf die Differenzierungswege von T-Zellen
Einflul3 nehmen kann. Beispielsweise konnte die Signaltransduktion von TLR3
und TLR7 in Mausmodellen die Frequenz von autoreaktiven CD8+ T-Zellen
massiv erhdhen und durch die Expression von IFN-a auf den
Krankheitsausbruch und den Verlauf eines Modells zum autoimmunen

Diabetes mellitus Einflu@ nehmen (Devendra et al. 2005, Lang et al. 2005).
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Weiterhin regulieren einige TLR die Differenzierung von proinflammatorischen,
mit diversen Autoimmunerkrankungen assoziierten Th1l7-Zellen (siehe unten).
Eine Arbeitsgruppe konnte eine IL-17-Sekretion von T-Zellen durch die Zugabe
von Kulturmedium bewirken, das zuvor durch eine TLR-Stimulation von PBMCs
konditioniert worden war (Kattah et al. 2008).

Die Autoimmune Hepatitis ist im Gegensatz zum SLE eine organspezifische
Autoimmunerkrankung. Deshalb muss eine mogliche aberrante TLR-
Signaltransduktion als Pathomechanismus lokal in der Leber untersucht
werden. In einem Lymphozytaren-Choriomeningitisvirus- (LCMV-) vermittelten
Mausmodell einer Hepatitis konnte gezeigt werden, dass allein die Prasenz
spezifischer autoreaktiver CD8+ T-Zellen lokal nicht ausreicht, um einen
Leberschaden hervorzurufen. Erst durch die hinzukommende Aktivierung
bestimmter TLR-Signalkaskaden und der dadurch hervorgerufenen Expression
inflammatorischer Zytokine und Chemokine kam es zu einer verstarkten

Infiltration der Leber und einer Leberzelldestruktion (Lang et al. 2005).
4. Regulatorische T-Zellen (Teg)

In den 1990er Jahren wurden von Sakaguchi et al. die regulatorischen T-Zellen
(Treg) als zellulare Vertreter einer korpereigenen Immunsuppression zur
Erhaltung von Toleranz definiert (Sakaguchi et al. 1995). Der Begriff
.Regulatorische T-Zellen* umfasst mehrere Subpopulationen von Zellen, z.B.
die Trl Zellen (Groux et al. 1997) und die Th3 Zellen (Weiner 2001). In den
letzten Jahren hat sich die Forschung Uber regulatorische T-Zellen auf die
Foxp3-positiven Teq konzentriert, die auch Bestandteil dieser Arbeit sind und fur
die der allgemeine Begriff ,Teg* verwendet wird. Es werden natdrliche, im
Thymus gereifte TrgS (NTreg) uUnNd in der Peripherie aus naiven T-Zellen
induzierte Tiegs (iTreg) Unterschieden (Bluestone und Abbas 2003).

Regulatorische T-Zellen wurden zunéchst anhand der Oberflachenmolekile
CD4 und CD25 in Mausen beschrieben (Sakaguchi et al. 1985). In den
folgenden Jahren zeigte sich, dass nur die Zellen, die die starkste Expression
von CD25 aufweisen (CD25""), eine suppressive Aktivitat besitzen (Baecher-
Allan et al. 2001). Die Problematik, T,egS anhand von CD25 zu identifizieren,

20



liegt darin, dass das CD25 Molekil die a-Kette des IL-2-Rezeptors darstellt und
CD25 auch von aktivierten T-Effektor-Zellen exprimiert wird (Chung et al. 2004).
Der Transkriptionsfaktor Foxp3 (forkhead box P3) gilt derzeit als ein relativ
spezifischer zellularer Marker von Tegs (Fontenot et al. 2003). Foxp3 gehort zu
der Familie der Forkhead/winged-helix-Familie von Transkriptionsfaktoren und
ist ein Regulator der Entwicklung und Funktionalitat von TS (Hori et al. 2003).
Im Gegensatz zu Mausen sind beim Menschen T-Zell-Rezeptor-aktivierte
Effektorzellen beschrieben worden, die transient Foxp3 exprimieren, ohne
dabei eine Suppressorfunktion zu erfullen (Walker et al. 2003, Gavin et al.
2006). Die Einordnung dieser Zellpopulation in das Immunsystem bedarf
weiterer Arbeit. Die Relativierung von Foxp3 als T.g-spezifischen Zellmarker
beim Menschen hat zu epigenetische Untersuchungen gefihrt, und es wurde
das Methylierungsprofil des Foxp3-Promoters als Indikator vorgeschlagen, um
TegS besser von aktivierten, transient Foxp3-exprimierenden T-Zellen
abzugrenzen (Baron et al. 2007, Janson et al. 2008). Der vollstandig
demethylierte Status des Promotors korreliert mit einer stabilen Foxp3-
Expression und einer suppressiven Funktionalitat der Tegs beim Menschen.

Bei humanen T-Zellen korreliert die Foxp3-Expression invers mit der von
CD127, sodass Foxp3-positive T-Zellen nur in geringem MalRRe das CD127-
Molekiil exprimieren (CD127°") bzw. CD127-negativ sind (Liu et al. 2006). Liu
et al. (2006) definierten weiterfihrend die Kombination aus CD4, CD25 und
CD127"" als sehr spezifische Kombination von Oberflachenmarkern fiir TegS.
Ein weiterer zellularer Marker flr T.egs ist das Oberflachenmolekil CD39. Es ist
ein Ektoenzym, das das beim Zelluntergang aus dem Zellinneren freigesetzte
Adenosintriphosphat (ATP) inaktiviert (la Sala et al. 2001, Hanley et al. 2004).
Extrazellulares ATP koénnte ein chemotaktischer Mechanismus fur CD39-
positive TrgS sein und sie zur Einwanderung ins entzindliche Gewebe
bewegen, um dort immunregulatorischen Einfluss auf das lokale Zytokinmilieu
und den Zellverband zu nehmen. Als klinisches Beispiel filhren Borsellino et al.
(2007) Beobachtungen bei der schubférmig-remittierenden Form der Multiplen
Sklerose an. Erkrankte dieser entzindlichen Erkrankung des Zentralen
Nervensystems mit moglichem autoimmunem Hintergrund zeigen eine

reduzierte Frequenz dieser CD39-positiven TgS im peripheren Blut.
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Eine Beteiligung von Tegs konnte fur die Limitierung pathologischer
Immunreaktionen wie Autoimmunerkrankungen und AbstolRungsreaktionen
nach Transplantationen belegt werden (Sakaguchi et al. 2001). Obwonhl viele
bedeutende Ergebnisse bezuglich der Rolle von Tgs flr Autoimmunitat aus
Mausmodellen gewonnen wurden, gibt es in jiungeren Forschungsarbeiten
vermehrt Hinweise fur eine Beteiligung regulatorischer T-Zellen an humanen
Autoimmunerkrankungen wie z.B. der Rheumatoiden Arthritis (Ehrenstein et al.
2004). Auf zellularer Ebene stellen Trgs Toleranz her, indem sie z.B. die
Proliferation und Zytokinproduktion von autoreaktiven T-Zellen unterdricken
oder immun-modulatorisch auf Antigen-prasentierende Zellen einwirken
(Sakaguchi 2004, Tadokoro et al. 2006).

5. Th1l7-Zellen

Die Th17-Zellen sind durch die Expression des proinflammatorischen Zytokins
IL-17 charakterisiert (Harrington et al. 2005, Park et al. 2005). Ein weiterer
Zellmarker der Th17-Population ist der Transkriptionsfaktor RORyt (Retinoic
acid receptor-related Orphan Receptor gamma t) (Ivanov et al. 2006).

Das Zytokin IL-17 umfasst eine Familie von sechs Isotypen, die als IL-17A bis
IL-17F bezeichnet werden (Aggarwal und Gurney 2002). T-Zellen exprimieren
nur IL-17A, IL-17F oder das heterodimere IL-17A/F, denen die grofte pro-
inflammatorische Bedeutung zukommt und die wahrscheinlich redundante
Funktionen ausuben (Kuestner et al. 2007, Wright et al. 2007). Die Bindung von
IL-17 an seinen Rezeptor auf lokalen Gewebszellen und Immunzellen wie T-
Zellen oder Makrophagen vermittelt die Induktion entzindlicher Zytokine wie IL-
6 oder TNF-a (Moseley et al. 2003). Zusatzlich zu den urspringlich
beschriebenen IL-17+CD4+ T-Zellen sind u.a. auch CD8+ T-Zellen zur
Expression von IL-17 fahig (Shin et al. 1999, Happel et al. 2003, He et al.
2006). Die Signaltransduktion von IL-17 ist an vielen immunologischen
Prozessen wie bei der Abwehr bakterieller Keime, bei Transplantabsto3ungen,
bei chronischen Entzindungen und bei autoimmunen Erkrankungen beteiligt
(Ye et al. 2001, van Kooten et al. 1998, Linden 2001, Dardalhon et al. 2008). In
Bezug auf Autoimmunerkrankungen wurden Th17-Zellen zunachst anhand von

Mausmodellen beschrieben, wie z.B. bei der Experimentellen Autoimmunen
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Enzephalomyelitis (EAE) (Komiyama et al. 2006). Nachdem Th17-Zellen immer
haufiger mit autoimmunen Erkrankungen assoziiert worden waren, hinterfragte
man eine Thl-Antwort als vorherrschenden Effektorweg. Anstatt dessen
favorisierte man z.B. fur die Multiple Sklerose oder die Rheumatoide Arthritis
eine treibende Rolle der Th17-Antwort (Cua et al. 2003, Chabaud et al. 1998).
Es gibt Unterschiede zwischen dem humanen und dem murinen Organismus
hinsichtlich des Zytokinmilieus, das fir die optimale Differenzierung von naiven
CD4+Zellen zur Thl7-Population notwendig ist. Diverse Vero6ffentlichungen
stimmen darin Uberein, dass im murinen Organismus Th17-Zellen aus naiven
CD4+ T-Zellen durch die Gegenwart von IL-6 und TGF-i3 induziert und durch
die Zytokine IL-21 und IL-23 amplifiziert und stabilisiert werden (Bettelli et al.
2006, Mangan et al. 2006). I1L-21 wirkt autokrin auf Th17-Zellen, d.h. aktivierte
Thl7-Zellen sezernieren dieses Zytokin, um die Th17-Differenzierung zu
begtinstigen (Nurieva et al. 2007). IL-22 ist ein weiteres, von murinen Th1l7-
Zellen exprimiertes, proinflammatorisches Zytokin (Liang et al. 2006). Fur 1L-23
vermutet man, dass es durch die Bindung an seinen Rezeptor die Thl7-
Zellpopulation stabilisiert und expandiert, jedoch nicht induziert (Langrish et al.
2005, Bettelli et al. 2006).

Im menschlichen Organismus sind die Zytokine IL-13 und IL-6 an der
Differenzierung der Th17-Zellen beteiligt, wobei IL1- fir die IL-17-Sekretion
essentiell zu sein scheint (Acosta-Rodriguez et al. 2007, Wilson et al. 2007).
Die genaue Bedeutung von IL-23 fur die Differenzierung, das Uberleben und die
Funktion von humanen Thl17-Zellen wird kontrovers diskutiert (Wilson et al.
2007, Volpe et al. 2008, Bettelli et al. 2006). Auch die Relevanz von TGF-3 fur
die Differenzierung humaner Th17-Zellen ist umstritten. Es liegen Berichte vor,
nach denen TGF-I3 die Differenzierung humaner Th17-Zellen hemmt (Evans et
al. 2007) und somit im Widerspruch zu den murinen Verhaltnissen steht.

In Bezug auf die AlH stellt sich die Frage, ob in der Leber Th17-begiinstigende
Verhéltnisse vorliegen und Th17-Zellen krankheitsauslosend sind. In C57BL/6
Mausen haben CD4+ T-Zellen aus der Leber die Fahigkeit zur Produktion
grolRerer Mengen von IL-17 (Lan et al. 2009). Bei AlH-Patienten konnte eine
verstarkte IL-17-Expression in den Lebern beobachtet werden (Lan et al. 2009).
Hierbei ist die wichtigste Frage, ob Th17-Zellen eine kausale Rolle fur die AlH
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spielen oder ob die Prasenz von Thl7-Zellen in der Leber nur eine

resultierende Begleiterscheinung der lokalen Entziindung ist.

6. Vorarbeiten und Uberblick Uiber die Versuche dieser
Arbeit

Aus laborinternen, unverdéffentlichten Voruntersuchungen ist bekannt, dass IL-
10-/- Mause des Stammes C57BL/6 suszeptibel hinsichtlich einer Immun-
reaktion gegeniber SLA/LP sind und nach Immunisierung mit dem SLA/LP-
Protein eine Hepatitis entwickeln. Diese Immunantwort war proinflammatorisch
und begunstigte eine Th17-Differenzierung, da Lymphknotenzellen von IL10-/-
Mausen im Vergleich zu Wildtypen nach Autoimmunisierung mit SLA/LP
signifikant mehr IL-6 und IL-17 produzierten. Im murinen Organismus ist IL-6 in
Kombination mit TGF-[3 ein typisches Th17-induzierendes Zytokin (Bettelli et al.
2006). Es ist demnach moglich, dass eine Th17-Antwort gegen SLA/LP eine
pathogenetisch relevante Rolle fur die Autoimmune Hepatitis spielt. Ferner gilt
es festzuhalten, dass ein suszeptibler genetischer Hintergrund eine verstarkte
Bildung Thl7-induzierender Faktoren, wie zum Beispiel IL-6 im murinen
Organismus, bewirken kann.

Diese Arbeit umfasst vier Versuchsansatze, die auf den Ergebnissen dieser
Voruntersuchungen aufbauen und sich mit den folgenden

pathomechanistischen Aspekten der AIH auseinandersetzen:

1. Es sollte in einem Mausmodell Uberprift werden, ob durch den Transfer von
SLA/LP-stimulierten  Abwehrzellen in naive Mause eine hepatische
Entztndungsreaktion induziert werden kann. Auf3erdem wurde untersucht, ob
der genetische Hintergrund der Mause die Suszeptibilitdt fur die
Leberentziindung eher auf der Ebene der Auslosung der Immunantwort oder
eher auf der Ebene der Effektorfunktion bedingt. Hierflir wurde der genetische
Hintergrund von IL-10 -/- Mausen mit Wildtyp-M&usen verglichen.

2. Es wurden die Effektormechanismen von humanen T-Zellen gegentber dem
SLA/LP-Protein charakterisiert. Dabei wurde Uberprift, ob sich T-Zell-Linien

aus dem peripheren Blut von AlH-Patienten generieren lassen, die ein
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inflammatorisches Profil und insbesondere eine Thl7-Antwort gegenuber
SLA/LP zeigen. Diese Immunantwort von AlH-Pateinten gegeniber dem
SLA/LP-Molekil wurde mit der von gesunden Probanden und der von

Patienten mit anderen autoimmunen Lebererkrankungen verglichen.

3. Liegt ein Grund fur die Entzindung der Leber bei AlH-Patienten in der
mangelnden Kontrolle einer inflammatorischen Immunreaktion durch
regulatorischen T-Zellen (T.g)? Die Quantifizierung von TegS aus dem
peripheren Blut von AlH-Patienten und der Vergleich mit den genannten
Kollektiven sollte Aufschluss dartber geben. In diesem Versuchsansatz sollten
zusatzlich verschiedene Zellmarker der regulatorischen T-Zellen analysiert
werden, um diese Zellpopulation spezifisch isolieren und identifizieren zu
kbnnen. Auch der Einflu einer immunsuppressiven Therapie der AIH-

Patienten auf die Teq -Frequenz sollte verifiziert werden.

4. In einem weiteren Versuchsansatz wurde Uberprift, ob periphere
mononukleére Blutzellen (PBMC = Peripheral Blood Mononuclear Cells) von
AlH-Patienten gegentber den Liganden von Toll-like Rezeptoren suszeptibler
sind als die genannten Vergleichsgruppen und somit diese Liganden die
inflammatorischen Vorgénge bei der AIH modulieren. Dies sollte anhand des
AusmalRes der Sekretion ausgewahlter Zytokine durch die peripheren
Abwehrzellen nach TLR-Liganden-Stimulation untersucht werden. Die Auswahl
der untersuchten Zytokine fiel auf im humanen Organismus typische Thl17-
beglnstigende Zytokine. Im weiteren Verlauf wurde Uberprift, welche pro-

inflammatorische Zellen aus diesen Zytokinmilieus heraus differenzieren.

. Material und Methoden

1. Material

1.1 Humanes Vollblut

Die Blutentnahmen wurden freundlicherweise in der Leberambulanz des

Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefuhrt. Das Blut wurde in



mehreren NH4-Heparin- Monovetten® (Sarstedt) entnommen. Als eine
Vergleichsgruppe wurden Abwehrzellen aus dem Vollblut gesunder Probanden
verwendet. Diese Zellen wurden aus Buffy Coats isoliert, die mit freundlicher
Genehmigung des Institutes fur Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf bereitgestellt wurden. Die Buffy Coats fielen im Rahmen
der Vollblutspende als Nebenprodukt an und bestehen vor allem aus
Leukozyten. Die Verwendung der humanen Blutproben erfolgte mit
Zustimmung der lokalen Ethikkommission.

1.2 Versuchstiere

Fir den Transfer von SLA/LP-stimulierten Lymphknotenzellen zur Induktion
einer Hepatitis im Mausmodell wurden die Mausstamme C57BL/6 (Wildtyp;
WT) und Interleukin 10 defiziente C57BL/6 (IL-10-/-) verwendet. Im
Transferversuch 1 wurden im Durchschnitt 7 Wochen alte Mause
unterschiedlichen Geschlechts immunisiert. In Transferversuch 2 waren die

Tiere durchschnittlich 26 Wochen alt. Ein Tierversuchsantrag ist vorhanden.

1.3 Materialien fur die Synthetisierung des humanen/murinen
SLA/LP-Proteins

= Bradford-Reagenz (Roti®-Quant) Carl Roth GmbH, Deutschland

= BSA-Standard Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
= BugBuster® Novagen, EMD Chemicals Inc., USA

= Dialyseschlauche Spectrum Laboratories, USA

(MWCO 8000-10000)

= Dialyseverschlussklammern
» E.coli BL21(DE3)

= Faltenfilter

Carl Roth GmbH, Deutschland
Stratagene, USA
Rotilabo® , Carl Roth GmbH, Deutschland

= Einmalkuvetten aus Polysterol
= Isopropyl-B-D-thiogalacto-
pyranosid (IPTG)

= Kanamycin(sulfat)

= Laktose

Carl Roth GmbH, Deutschland

Invitrogen GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland
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= LB Agar (Ultrapure 35 g/l) USB Corporation, USA

= LB Medium (,Broth“Ultrapure 20g/l) USB Corporation, USA

* Lysozym Merck, Deutschland

* Nuclease (Benzonase® Novagen) EMD Chemicals Inc., USA

1.4 Materialien fur den Nachweis des SLA/LP-Proteins
= Ammoniumpersulfat Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
= Anti-Human IgG-Antikorper Dako Deutschland GmbH, Deutschland

(Rabbit Anti-Human IgG/HRP)
= Coomassieldsung (Roti®-Blue) Carl Roth GmbH, Deutschland

= DAB/metal-Konzentrat (10X) Roche, Deutschland

und Peroxidasepuffer

= Dithiothreitol (DTT) Roche, Deutschland

= Milchpulver (Spinnrad®) InterTee Handels GmbH, Deutschland

* PVDF-Membran (Immun-Blot™)  Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
(0,2um)

= Protein-Standard Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland
= Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH, Deutschland

= Sodiumdodecylsulfate (SDS) Merck, Deutschland

(= Natriumdodecylsulfat)

* Temed Carl Roth GmbH, Deutschland

= Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Sigma-Aldrich, USA
(TRIS), (Trizma®base)

1.5 Materialien fur den murinen Transferversuch

= Kanule (0,45 X 13mm) BD Biosciences, USA

(BD Microlance™ 3)

= Ketamin aniMedica GmbH, Deutschland
= Kulturflasche Sarstedt, Deutschland
(T75CN, Vent Cap Red)

= Nylonsieb BD Biosciences, USA

(BD Falcon™  Cell Strainer, 100um)
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» Panserin™ 401
* Rompun 2%
= Spritzen (2ml)

PAN Biotech GmbH, Deutschland
Bayer, Deutschland
BD Biosciences, USA

1.6 Materialien fur feingewebliche Untersuchungen

= Deckglaser

= Eisessig (Essigsaure 100%)
= Eosin G — Losung

= Entellan®

= Ethanol 96%

= Formaldehyd 37%

= Hamalaunlosung sauer
nach Mayer

= Isopropanol (2-Propanol)

= Objekttrager (Super Frost Plus)
* Roticlear®

Paul Marienfeld GmbH, Deutschland
Merck, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland
Merck, Deutschland

Th. Geyer GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland

Hecht-Assistent, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland

1.7 Materialien fur Zellkulturen

= Cytofix/Cytoperm™

= Dimethylsulfoxid (DMSO)
 FCS

= Ficoll (Histopaque®-1077)

= Foxp3 Puffer A

(Human Foxp3 Buffer A,10X)
= Foxp3 Puffer B

(Human Foxp3 Buffer B, 50 X)
= GolgiPlug™

= Kulturmedium
(RPMI1640+GlutaMax™-[)

= Kulturplatten

(96well round bottom cultureplate)

BD Biosciences, USA

Carl Roth GmbH, Deutschland
Gibco, Invitrogen, USA
Sigma- Aldrich, Deutschland
BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA
Gibco, Invitrogen, USA

Sarstedt, Deutschland
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= Paraformaldehyd (PFA)
= Penicillin/Streptomycin (P/S)
= Perm/Wash™

Carl Roth GmbH, Deutschland
Cambrex Bio Science Verviers, Belgien
BD Biosciences, USA

1.8 Antigene und Mitogene

= CMV Peptid Metabion International AG, Deutschland
= ConA Amersham Biosciences AB, Schweden
» HCV Peptid Metabion International AG, Deutschland

= SLA1 Peptid
= SLA2 Peptid

Metabion International AG, Deutschland
Metabion International AG, Deutschland

1.9 Antikdrper, Liganden und Zytokine

» Anti-Human Foxp3

(Alexa Fluor 488)

= Anti-Human CD25 (APC)

= Anti-Human IFN-y (APC)

» Anti-Human IL-17A (FITC)
= Anti-Human CD127 (PE)

= Anti-Human CD39 (PE)

= Anti-Human TNF-a (PE)

» Anti-Human CD4 (PE-Cy7)
= Anti-Human CD8 (PerCP)
= CompBead™ Anti-Mouse Ig,k
= Flagellin (Bacillus subtilis)
= Interleukin-2 (Proleukin®)
* LPS

= LTA (Bacillus subtilis)

= Loxoribine

- MDP

= ODN2395

= PGN-BS (Bacillus subtilis)
= Poly(l:C)

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA
eBioscience, Deutschland
BD Biosciences, USA
eBioscience, Deutschland
BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA
InvivoGen, USA

Novartis Pharma, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
InvivoGen, USA
InvivoGen, USA
InvivoGen, USA
InvivoGen, USA
InvivoGen, USA
InvivoGen, USA
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= ssPolyU/LyoVec InvivoGen, USA

1.10 Materialien fur ELISA

« BSA PAA Laboratories GmbH, Osterreich
= ELISA Mikroplatten Thermo Fisher Scientific, Danemark
* Human IL-6 DuoSet R&D Systems, Deutschland

» Human Interleukin-1(3 eBioscience, Deutschland
Ready-Set-Go!

= Human Interleukin-21 eBioscience, Deutschland
Ready-Set-Go!

= Human Interleukin-23 eBioscience, Deutschland
Ready-Set-Go!

= TMB Plus READY-TO-USE Kem-En-Tec Diagnostics A/S,
Substrate Danemark

= Tween® 20 Merck, Deutschland

= Verschlussfilm (Rotilabo®) Carl Roth GmbH, Deutschland

1.11 Puffer, Gele und Medien

= ACK Puffer

150 mM NH4CI, 10 mM KHCOs3, 1,3 mM EDTA, pH 7,4

= Einfriermedium (Zelllinien)

40% FCS, 10%DMSO, 50% Kulturmedium (10% FCS, 1%P/S) mit 401U IL-2
= Formalin, gepuffert (4%, pH 7,5) (Histologie)

21,62ml Formalin (37%); Ad 200mI PBS

» PBS

2,7 mM KCl, 1,5 mM KH2POy4, 137 mM NacCl, 8,1 mM Na;HPO4, pH 7,3

Herstellung des SLA/LP-Proteins

= Auftragspuffer

20mM HEPES (pH 7,9), 8M Guanidinium-Hydrochlorid
= Dialysepuffer

20mM TRIS-HCI (pH 7,6), 0,01mM EDTA, 0,02% SDS
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= Elutionspuffer

20mM HEPES (pH 7,9), 6 M Harnstoff, 250mM Imidazol

= LEW-Puffer

50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, pH 8,0

= SOB-Medium

20g Bacto Trypton, 5g Hefe Extrakt, 0,58g NaCl, 0,19g KCI, 10ml 1M MgCl.,
10ml 1M MgSOy; Ad 1Liter H20, pH 6,5; Autoklavieren fur 20min
= SOC-Medium

1ml 2M Glukose-Losung; Ad 100ml SOB-Medium

= Solubilisierungspuffer

20mM HEPES (pH 7,6), 6M Guanidiniumhydrochlorid

= Waschpuffer

20mM HEPES (pH 7,9), 6M Harnstoff

Nachweis des SLA/LP-Proteins

= Anodenpuffer 1

100ml 3M TRIS (pH 10,4), 200ml Methanol; Ad 1 Liter H,O

= Anodenpuffer 2

100ml 0,25M TRIS (pH 10,4), 200mI Methanol; Ad 1 Liter H,O

= Blocklosung

PBS, 5% Milchpulver, 0,5% Tween® 20

= DTT(Dithiothreitol)-Puffer (2fach)

125mM TRIS-HCI, 40mM DTT, 20% Glycerin, 0,1% SDS

0,1g Bromphenol Blau

= Elektrodenpuffer

249 TRIS, 115,29 Glycin, 8g SDS; Ad 2 Liter H,O

» Kathodenpuffer

100ml 0,25M TRIS (pH 9,4), 200mI Methanol, 4,65ml Capronsaure;
Ad 1 Liter H,O

= Laufgel, 10ml

4ml H20, 3,3ml Rotiphorese® Gel 30, 2,5ml 1,5M TRIS (pH 8,8),
0,1ml SDS (10%), 0,1ml Ammoniumpersulfat (10%), 0,004ml Temed
= Sammelgel, 5ml
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3,4ml H20, 0,83ml Rotiphorese® Gel 30, 0,63ml 1,0M TRIS (pH 6,8),

0,05ml SDS (10%), 0,05mlI Ammoniumpersulfat (10%), 0,005ml Temed

= Waschlosung
PBS, 0,5% Tween® 20

ELISA von TLR-stimulierten Zellen

= Blocklosung

PBS, 1% BSA

= Stoplosung

2N H,SO4

= Waschpuffer

PBS, 0,05% Tween® 20

1.12 Chemikalien

= B-Mercaptoethanol

= Capronsaure

= Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

= Glycin

= Guanidiniumhydrochlorid

= Harnstoff

» 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-Ethansulfonsaure
(HEPES) (Pufferan®)

= Imidazol

1.13 Sonstiges

= Blutenthahmerdhrchen
(Monovette® NHs-Heparin)

= Cryotube (1,6ml)

= Elektrophoreseapparaturen
= FACS-Rohrchen

Merck, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland
AppliChem GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

Sarstedt, Deutschland
BIOzym, Niederlande
Sarstedt, Deutschland
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= Kunststoffwaren

= Neubauer Zahlkammer
= Trypanblau (0,4%)

1.14 Gerate

= Analysegerat zur Transaminasen-
messung (Hitachi Modular-P800)
= Bestrahlungsgerat (HWM D 400)
= Brutschrank (COz Incubator)

= Digitalkamera (Moticam 2500)

= ELISA-Auslesegerat

(Opsys MRX TC 1)

= Elektrophoresekammer
(Mini-Protean® Tetra Cell)

» FACS-Gerat (FACSCanto™)

= Lichtmikroskope

- Leica Microsystems DM IRB

- Axiovert 40 CFL

= Magnetrihrer (MR 3001 K)
= Mikrotom (HM 335 E)

* Photometer

= Reine Werkbank (BDK)

= Rollgerat (Stuart SRT6)

= Scanner

(GS-800 Calibrated Densitometer)
= Semi-Dry Blotter (PerfectBlue)

= Spannungsregler
(PowerPac Basic)

- Sarstedt, Deutschland

- Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
- BD Labware, New Jersey, USA
Optik Labor Frischknecht, Deutschland
Invitrogen, USA

Roche, Deutschland

Hans Walischmiller GmbH, Deutschland
SANYO Biomedical, USA
Carl Roth GmbH, Deutschland

Dynex Technologies GmbH, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland

BD Biosciences, USA

Wetzlar GmbH, Deutschland
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= Tiefkuhlgerat (-80°C) (Ultra Low)
= Thermo-Ruttler

(Thermo Mixer Comfort)

= Vortexer (Reax 2000)

= Waage

= Warmeplatte (Prazitherm)

= Warme-/Trockenschrank
(Heraeus® Function Line)

= Zentrifugen

- Megafuge 2.0

- C4-22

- Centrifuge 5417R

1.15 Software

= BD FACSDiva™ Software 5.0.1
» GraphPad Prism 5.02

2. Methoden

SANYO Biomedical, USA
Eppendorf, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH, Deutschland
Kern&Sohn GmbH, Deutschland
Stork-Tronic, Deutschland

Thermo Scientific, USA

Heraeus Instruments, Deutschland
Jouan, Frankreich
Eppendorf, Deutschland

BD Biosciences, USA
GraphPad Software Inc., USA

Grundsatzlich wurde bei den Zellkulturversuchen und dem Transfer von

SLA/LP-stimulierten Lymphknotenzellen zur Induktion einer Hepatitis im

Mausmodell

unter sterilen Bedingungen mit sterilfiltrierten Medien und

Behaltnissen gearbeitet. Durch Probandenblut oder Bakterien verunreinigte

Waren wurden autoklaviert und ordnungsgemalfd entsorgt.

2.1 Synthetisierung des humanen/murinen SLA/LP-Proteins

211

Bakterienstamm

Transformation eines SLA/LP-Plasmids in einen kompetenten

Fur die Versuche dieser Arbeit wurde entweder ein humanes oder murines
SLA/LP-Protein verwendet. Zur

entweder ein humanes oder murines Plasmid aus laboreigener Herstellung in

Synthetisierung dieser Proteine wurde



den kompetenten, Kanamycin-resistenten Escherichia coli (E.coli)-Stamm
BL21(DES3) transformiert. Es wurden 75ng bzw. 0,3ul des Plasmids (250ng/ul)
zusammen mit einem 50ul-Aligot von E.coli BL21(DE3) in einem 1,5ml
konischen Reaktionsgefal} fur 40s auf 42°C erhitzt und danach fir 5min auf Eis
wieder abgekuhlt. Anschlieiend wurden 900ul SOC-Medium (siehe fur die zur
SLA/LP-Herstellung und dessen Nachweis verwendeten Puffer und Gele:
[ll.Material und Methoden, 1.11 Puffer, Gele und Medien) hinzugegeben und
20min lang bei 37°C auf einem Thermo-Rittler (500U/min = Umdrehungen pro
Minute) inkubiert. Nach einer Zentrifugation (4000U/min=1700xg, 4°C, 2min,
Centrifuge 5417R, Eppendorf) wurden 800ul Uberstand verworfen und das
verbliebene Sediment auf einer Agarplatte (LB=Luria-Bertani-Agar mit 1%
Glukose und 50ug/ml Kanamycin) mit einem Plattierungsspatel verstrichen und
bei 37°C uber Nacht inkubiert. Von der Agarplatte wurde eine einzelne
Bakterienkolonie ausgewéhlt und in 10ml LB Medium (1% Glukose, 50ug/mi
Kanamycin) in einem 15ml-R6hrchen tber Nacht bei 220U/min bei 37°C
angeimpft. AnschlieRend wurden die Bakterien dieser Vorkultur abzentrifugiert
(3000U/min=607xg, Raumtemperatur=RT, 10min, Megafuge 2.0, Heraeus
Instruments), in 1 Liter LB Medium (50pg/ml Kanamycin) auf zwei 500ml
Kolben verteilt und solange bei 220U/min und 37°C inkubiert, bis die Optische
Dichte (OD) 0,8 bis 1,0 betrug. Die OD wurde in einem Photometer (eppendorf)
bei einer Wellenlange von 600nm ermittelt. Sobald der Zielwert der OD erreicht
wurde, konnten Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG) (ImM) und Laktose
(1%) zur Produktionskultur dazugegeben werden, welche tGber Nacht bei 37°C
und 220U/min inkubierte.

2.1.2 AufschluR des SLA/LP-Proteins

Am nachsten Tag wurde die Produktionskultur abzentrifugiert (3500U/min=
1891xg, RT, 10min, Megafuge 2.0, Heraeus Instruments) und in einem 50ml|
Rohrchen mit 50ml BugBuster® (ca. 5ml/g Pellet bzw. 1/20 des
Kulturvolumens) resuspendiert. Es wurden 50ul Benzonase® (1pl/mi
BugBuster®) hinzugegeben, um die Zellwand der Bakterien zu zerstéren, und
anschlieend 15min auf einem Rollgerat langsam rotiert. Daraufhin wurde
zentrifugiert (3500U/min, ohne Bremse, RT, 30min, Megafuge 2.0, Heraeus
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Instruments) und der Uberstand abgenommen. Das Sediment wurde erneut in
50ml BugBuster® resuspendiert und danach Lysozym (200pg/ml)
hinzugegeben, um das SLA-Protein aus den intrazellularen
Einschlusskorperchen freizusetzen. Nach der Zugabe von Lysozym wurde fur
30s gevortext und danach fir 5min bei RT inkubiert. In einem 500ml-
Zentrifugenbecher wurde die Suspension in einem Verhdaltnis 1:6 mit
verdinntem BugBuster® (1:10 mit Aqua dest.) verdinnt und 1min lang
geschittelt. Nach einer Zentrifugation (3500U/min, ohne Bremse, RT, 30min,
Megafuge 2.0, Heraeus Instruments) wurde der Uberstand vorsichtig mit einer
serologischen Pipette abgenommen und verworfen und das Sediment in 300ml
verdinntem BugBuster® (1:10 mit Aqua dest.) resuspendiert. Dieser
Waschvorgang wurde insgesamt dreimal durchgefuhrt. Anschlieend wurde
das Sediment in 40ml Solubilisierungspuffer mit 3-Mercaptoethanol (20mM) in
einem 50ml-Rohrchen aufgenommen und mit einem Magnetrihrer 60min lang
bei RT durchmischt. Dadurch wurde das Protein geldst. Das geldoste SLA/LP-
Protein wurde anschlieRend in einem Verhaltnis von 1:4 mit

Solubilisierungspuffer ohne 3-Mercaptoethanol verdinnt und dann filtriert.

2.1.3 His-tag/Metallchelat-Chromatographie

Fur die Chromatographie wurden Nickelsdulen verwendet, die zu Beginn der
Chromatographie jeweils mit 4ml LEW-Puffer (Lysis-Equilibration-Wash)
aquilibriert wurden. Danach wurden maximal 80ml des in Solubilisierungspuffer
gelosten SLA/LP-Proteins pro Saule aufgetragen. Pro Saule wurden
anschlieBend 5ml Auftragspuffer und danach 30ml Waschpuffer hinzugegeben.
Die Elution der SLA/LP-haltigen Fraktion wurde mit Elutionspuffer durchgefuhrt,
wobei mehrere Durchlaufe mit jeweils 100ul Puffer erfolgten, die getrennt in
1,5ml Reaktionsgefal3en aufgefangen wurden. Fur die anschlieende Dialyse
wurden nur die 100ul-Portionen verwendet, die die hochsten
Proteinkonzentrationen aufwiesen, da damit zu rechnen war, dass erfahrungs-
gemal ca. 50% des Proteins durch die Dialyse verloren gehen. Fir die Protein-

konzentrationsbestimmung wurde die Methode nach Bradford angewendet.
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214 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentration des SLA/LP-Proteins wurde anhand der Methode nach
Bradford bestimmt. Hierbei verschiebt sich durch die Bindung von ,Coomassie
brilliant blue G-250“ an Proteinen im sauren Milieu das Absorptionsmaximum
des Farbstoffs. Es wurden 10ul des geldsten Proteins auf 1ml mit verdinntem
Bradford-Reagenz/Roti®-Quant (1:5 mit H,O) aufgefullt. In Einmalkivetten
wurde die Extinktion im Photometer bei einer Wellenlange von 595nm gegen
einen Leerwert, der nur Bradford-Reagenz ohne Protein enthielt, gemessen.
Zur Eichung diente eine BSA-Standard-Reihe, um die Proteinkonzentration

errechnen zu kénnen.

2.15 Dialyse

Da sowohl der Waschpuffer als auch der Elutionspuffer der His-tag/
Metallchelat-Chromatographie harnstoffhaltig waren, musste noch eine Dialyse
erfolgen, bevor das SLA/LP-Protein in der Zellkultur oder zur Injektion bei
Mausen eingesetzt werden konnte. Hierfir wurden Dialyseschlauche mit H,O
gespult und zugeschnitten (1cm Lange fir ein Fullungsvolumen von ca. 300ul),
mit SLA/LP-haltigem Eluat der His-tag/Metallchelat-Chromatographie befullt und
die Enden mit Dialyseverschlussklammern versiegelt. Die geflllten und
verschlossenen Dialyseschlauche wurden anschlieBend in zwei Liter
Dialysepuffer gelegt und acht Stunden bei 4°C (Kuhlraum) unter langsamem
Ruhren gelagert. Im Anschlu3 wurde der SLA/LP-haltige Inhalt der
Dialyseschlauche in 1,5ml-Reaktionsgefal3e uberfuhrt und nochmals eine

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford durchgefihrt.

2.1.6 Nachweis des SLA/LP-Proteins

Zur Proteinauftrennung wurden zwei identische Gele fur das Verfahren ,SDS-
PAGE" (,sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis = Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) gegossen. Die Protein-banden
sollten in einem Gel mit Hilfe einer Coomassie-Farbung und in dem anderen

Gel mit einer Antikorper-spezifischen Protein-Farbung mit Diaminobenzidin-
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(DAB) Umsatz deutlich gemacht werden. Es wurde jeweils zwischen zwei
Glasplatten mit einem Abstandshalter zuerst ein 5ml Laufgel und nach dessen
Polymerisation darauf ein 2,5ml Sammelgel gegossen. Durch einen Kamm
wurden Taschen fur die anschlielende Proteinbefillung geformt. Um die
Proteine zu denaturieren, wurden fur beide Nachweisverfahren zusammen
40ug SLA/LP-Protein mit 20ul eines 1:2 mit H,O verdinnten Dithiothreitol-(DTT)
Puffer (2fach) fur 3min bei 95°C inkubiert und danach auf Eis abgekdhlt.

Die Proben wurden auf die beiden Gele aufgeteilt und jeweils eine Tasche mit
dem SLA/LP-Protein und einem Protein-Standard beladen. In einer mit
Elektrodenpuffer befiillten Elektrophoresekammer wurde das Gel 15min bei 50V
und 500mA und danach 90min bei 120V und 500mA laufen gelassen.

Fur die elektrophoretische Ubertragung der Proteine auf eine Polyvinyliden-
fluorid- (PVDF) Membran wurde das Semi-Dry-Blot-System verwendet. Nach
Verwerfen des Sammelgels wurde das Laufgel fir 10min in Anodenpuffer 2
inkubiert. Eine PVDF-Membran wurde 2min in Methanol (100%) und
anschlieBend 15min in Anodenpuffer 2 inkubiert. Filterpapiere, die in
Anodenpuffer 1 und 2 getrdnkt worden waren, flankierten in einem Semi-Dry
Blotter zur Anodenseite hin die PVDF-Membran. Zur Kathodenseite hin befand
sich entsprechend in Kathodenpuffer getranktes Filterpapier, das das Gel mit
den Proteinen wiederum flankierte. Nach Verschlu3 des Semi-Dry Blotters
wurden die Proteine bei 380mA auf die PVDF-Membran transferiert.

Ein Gel wurde fur eine Coomassie-Farbung verwendet. Dafur wurde das Gel
1min in verdinnte Coomassielosung (1:5 mit H,O) gelegt und anschlie3end
mehrmals fir mehrere Minuten mit Methanol (50%) gewaschen, bis sich der
Hintergrund der Membran entfarbt hatte und nur die gefarbten Proteinbanden
sichtbar blieben (siehe Grafik 1.2).

Das andere Gel diente dem spezifischen Nachweis des SLA/LP-Proteins durch
eine Antikdrperfarbung mit DAB-Umsatz. Vorerst wurde dieses Gel aber uber
Nacht bei 4°C auf einem Rollgerat in einem 50ml Falcon-Gefal3 in einer
Blockldsung inkubiert. Nach einem Waschschritt mit dreimaligem Spilen in
Waschlosung fur jeweils 5min auf einem Rollgerat, wurde ein SLA/LP-
spezifischer Primarantikorper aus laboreigener Herstellung in dem Verhaltnis
1:200 mit 5ml Blocklésung verdinnt und fir eine Stunde bei RT auf einem
Rollgerat mit dem Gel inkubiert. Anschlie3end folgte ein weiterer Waschschritt.
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Danach wurde der Sekundarantikbrper ,Anti-Human IgG* 1:1000 in 5ml
Blocklésung verdinnt und bei den gleichen Bedingungen wie der
Primarantikdrper auf das Gel aufgetragen. Der Sekundarantikorper richtete sich
gegen humanes I1gG und war mit HRP (Horseradish peroxidase,

Meerrettichperoxidase) konjugiert. Das Gel wurde mit einem Gemisch aus
,DAB/metal“-Konzentrat (10X) und Peroxidasepuffer im Verhaltnis 1:10 bedeckt
und fir ca. 5-15min inkubiert, bis sich schwarz-braune Banden zeigten (siehe
Grafik 1.2). Zuletzt wurde das Gel einmalig gewaschen. Die in der Grafik 1.2
nachgewiesenen Banden des humanen und murinen SLA/LP-Proteins

entsprechen der aus den laborinternen Vorarbeiten erwarteten Molekulgrofie.

Grafik 1.2 Nachweis des SLA/LP-Proteins
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Proteins
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2.2 Transfer von SLA/LP-stimulierten Lymphknotenzellen

zur Induktion einer Hepatitis im Mausmodell

22.1 Transfer von SLA/LP-stimulierten Lymphknotenzellen

Es wurden zwei verschiedene Versuche eines Transfers von Lymph-
knotenzellen, die mit dem SLA/LP-Protein aktiviert worden waren, im
Mausmodell durchgefihrt.

Zum einen sollte der Einflul3 des genetischen Hintergrundes der Mause auf die
Auslésung bzw. die Effektorphase der Immunreaktion gegen das SLA/LP-
Protein untersucht werden (Transferversuch 1). Es wurden Mause mit IL-10-/-
Hintergrund und Wildtyp-Mause (WT) des Stammes C57BL/6 verwendet.

Zum anderen wurde in einem zweiten Ansatz ndhergehend analysiert, ob die
induzierte Hepatitis spezifisch auf die SLA/LP-Immunisierung oder unspezifisch
auf das verwendete Adjuvans (siehe unten) war (Transferversuch 2).

Beim Transferversuch 1 wurde jeweils bei WT Mausen und bei IL-10-/- Mausen
eine Emulsion zu gleichen Anteilen bestehend aus murinem SLA/LP-Protein
und CFA mit einer sterilen Kantle (0,45x13mm) subkutan in beide Hinterlaufe
gespritzt. Das CFA besteht aus Mineral6l mit inaktivierten Mykobakterien und
dient der Potenzierung von Immunantworten. Jede Maus erhielt eine Menge
von 25ug SLA/LP-Protein in einem Emulsionsvolumen von 50ul pro Injektion.
Zehn Tage nach der Vakzinierung wurden die drainierenden, inguinalen
Lymphknoten exzidiert, nachdem die Mause durch zervikale Dislokation getttet
worden waren. Die enthommenen Lymphknoten wurden mit einem
Spritzenkolben durch ein Nylonsieb mit der Porengrof3e 100um (Cell Strainer)
gerieben und der Durchflu® mit den gewonnenen Zellen in einem 50ml Gefald
aufgefangen. Die Zellzahl wurden mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt und
die Vitalitat der Zellen mit einer Trypan-Blau-Farbung Uberprift. Die Zellen
wurden anschlieBend in einer Konzentration von 2x10%ml in Panserin™ in
Kulturflaschen (75cm?) mit einer ConA-Konzentration von 2ug/ml und im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, aktiviert. Nach zwei Tagen wurden die
Zellen gewaschen, erneut gezéahlt und deren Vitalitat Gberprift. Es wurden
10x10° Zellen in einem Volumen von 500pl PBS (Phosphate buffered saline =
Phosphatgepufferte Salzlésung; siehe Ill.Material und Methoden, 1.11 Puffer,
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Gele und Medien) einer gesunden Maus intraperitoneal (i.p.) gespritzt. Dabei
wurden samtliche Kombinationsmoglichkeiten aus SLA/LP-sensibilisierten
Zellen (entweder aus WT Maus oder IL-10-/-Maus) und Empfangermaus
(entweder in WT Maus oder IL-10-/-Maus) angewandt (siehe Grafik 1.3). Nach
8 Tagen wurden die Mause zur histologischen Untersuchung hepatektomiert

und zur Transaminasenbestimmung kardial punktiert.

Grafik 1.3 Versuchsablauf vom Transferversuch 1

WT Maus IL-10 -/- Maus

| SLA/CFA in Pfote |

10 Tage 10 Tage
l Lymphknoten ex + Zellisolierung/Zellkultur |

| Alktivierung mit ConA |

2 Tage 2 Tage
| Zelltransfer |

WT Maus ) i =T -f- Maus

8 Tage 8 Tage
| Transaminasen + Histologien |

WT = Wildtyp; IL-10-/- = IL-10 knockout; SLA/CFA = Emulsion aus SLA/LP-Protein und CFA
(komplettes Freund’sches Adjuvans); Lymphknoten ex = Die Lykmphknoten wurden exzidiert;
ConA = Concanavalin A

Beim Transferversuch 2 wurden zum Zelltransfer die gleichen
Rahmenbedingungen hergestellt wie im Transferversuch 1, allerdings mit dem
Unterschied, dass sowohl den WT Mausen als auch den IL-10-/- Mausen
entweder eine Emulsion aus SLA/CFA oder aus PBS/CFA, die jeweils aus
gleichen Verhaltnissen bestanden, gespritzt wurden. Hierbei sollte ein
verfalschender Einfluss von CFA auf die Ergebnisse ausgeschlossen werden,
das einzig der unspezifischen Aktivierung des Immunsystems dienen sollte. Die

isolierten Zellen aus den Lymphknoten, die anschlie3end mit ConA stimuliert
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und fur zwei Tage kultiviert worden waren, wurden wieder in den Mausstamm
zurtckgespritzt, aus dem sie urspringlich kamen (siehe Grafik 1.4). Beim
Transferversuch 2 wurden die Tiere 9 Tage nach dem Zelltransfer
hepatektomiert und kardial punktiert.

Grafik 1.4 Versuchsablauf vom Transferversuch 2
[ wrmMaus |im-10-/-Mausi [ wrmaus |:IL-10 -/- Maus |
| SLA/CFA in Pfote | | PBS/CFA in Pfote |
10 Tage 10 Tage
Lymphknoten ex + Zellisolierung/Zellkultur -|

Aktivierung mit Cong ]

2 Tage 2 Tage
Zelltransfer |
WT Maus i IL-10 -/- Maus | WT Maus l i IL-10 -/- Maus |

9 Tage 9 Tage

Transaminasen + Histologien |

WT = Wildtyp; IL-10-/- = IL-10 knockout; SLA/CFA = Emulsion aus SLA/LP-Protein und CFA
(komplettes Freund’sches Adjuvans); PBS/CFA = Emulsion aus PBS und CFA (komplettes
Freund’sches Adjuvans); Lymphknoten ex = Die Lykmphknoten wurden exzidiert; ConA =
Concanavalin A

2.2.2 Entnahme und Paraffin-Einbettung der murinen Lebern

Die Mause wurden unter tiefer Narkose mit Ketamin und Rompun (2%) getotet
und die Lebern entnommen. Durch kardiale Punktion wurde Blut fur die
Transaminasenbestimmung gewonnen. Ein Leberlappen wurde in 3ml
Formalin, gepuffert (4%, pH 7,5; siehe Ill. Material und Methoden, 1.11 Puffer,
Gele und Medien), in einem 15ml konischen Réhrchen fir 24h fixiert. Danach
wurde dekantiert, mit 15ml H,O aufgefillt und fur 2,5 Stunden inkubiert.
Anschlie3end wurde wiederum dekantiert und eine aufsteigende Alkoholreihe
mit jeweils 5ml Isopropanol in den Konzentrationen 20%, 40% und 70% fir
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jeweils 45min zur Entwdsserung des Gewebes durchgefuhrt, wobei
zwischendurch dekantiert wurde. In Isopropanol (70%) wurden die Lebern bis
zur Einbettung in Paraffin bei RT und in Dunkelheit gelagert. Die
Paraffineinbettung erfolgte freundlicherweise durch das pathologische Institut
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Die Paraffinblocke wurden
anschlielRend mit einem Mikrotom mit einer Schnittdicke von 4um geschnitten,
in einem 40°C warmen Wasser-Streckbad auf einen Objektrager aufgezogen
und auf einer ebenfalls 40°C warmen Warmeplatte fir 30min getrocknet. Im
Anschlul3 wurden die Objekttrager mit den Leberschnitten bei 50°C Uber Nacht

in einem Warme-/Trockenschrank aufbewahrt.

2.2.3 Hamatoxilin-Eosin-Farbung der murinen Lebern

Die getrockneten Leberschnitte auf den Objekttragern wurden nacheinander in
drei verschiedenen Glaswannen, die mit Roticlear® gefullt waren, fur jeweils 5
min inkubiert, um die Schnitte zu entparaffinieren. Nach einer absteigende
Alkoholreihe (jeweils 5 min in 100%-, 90%-, 70%- und 50%-igem Ethanol)
wurden die Gewebeschnitte wieder ins wassrige Milieu Uberfuhrt (Aqua dest.
fur 2min), um die Hamatoxilin-Eosin-(HE-)Farbung durchfihren zu koénnen.
Dafur wurden die Objektrager fur 5min mit Hamalaunlésung sauer nach Mayer
bedeckt, danach kurz mit Aqua dest. gespult und dann fir 15min unter
flieRendem Leitungswasser geblaut. Im Anschluss wurde die Gewebsschnitte
kurz mit Aqua dest. gespilt und fur 3min in Eosin G — LOsung (mit einem
Tropfen Eisessig pro 100ml) gelagert und danach wiederum mit Aqua dest.
gespult. Die folgende aufsteigende Alkoholreihe (5sec in 50%igem, 30sec in
70%igem, 1min in 90%igem und 4min in 100%igem Ethanol) diente der
Entwasserung. Zum Schluss wurden die Schnitte in eine Glaswanne mit Roti-
Clear uberfuhrt, die Objekttrager einzeln abgetropft und das gefarbte
Lebergewebe mit einem Tropfen Entellan® und einem Deckglas versiegelt.
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224 Transaminasenmessungen

Das durch Kkardiale Punktion erhaltene Vollblut wurde in ein 1,5ml
Reaktionsgefald uberfuhrt. Nach Zentrifugation (2500U/min, 4°C, 10min,
Centrifuge 5417R, Eppendorf) konnten 100-150ul Plasma pro Maus als
Uberstand abgenommen werden. Die Transaminasen wurden am Institut fir
Klinische Chemie/Zentrallaboratorien des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf mit dem Analysegerat Roche-Hitachi Modular-P800 (Roche,
Deutschland) ermittelt.

2.3 Analyse von SLA/LP-spezifischen Zelllinien

2.3.1 Zellisolation

Zur Zellisolation wurde das Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation
angewandt. Aufgrund der Dichte von Ficoll (Histopaque®-1077, Sigma Aldrich),
ein synthetisches Polysaccharid, kénnen Thrombozyten und periphere
mononukleére Blutzellen (PBMCs) eine Schicht aus Ficoll wéhrend der
Zentrifugation nicht passieren. Die PBMCs, welche Monozyten und
Lymphozyten umfassen, sammeln sich nach der Zentrifugation in einer

Intermediarschicht (siehe Grafik 1.5).

Grafik 1.5 Dichtegradientenzentrifugation
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Es wurden pro Patient insgesamt ca. 25ml Vollblut in mehreren Blutentnahme-
Rohrchen gewonnen und zentrifugiert (1500U/min=430xg, RT, 5min, C4-22,
Jouan). Der Uberstand, der das Blutplasma darstellte, wurde verworfen. Die
Sedimente der Blutenthnahmeréhrchen wurde in einem 50ml-konischen
Rohrchen gesammelt, auf ein Gesamtvolumen von 35ml mit PBS aufgefullt und
resuspendiert. In einem 50ml-Reaktionsgefald wurden zuvor pro Patient 15ml
Ficoll auf Raumtemperatur erwadrmt. Das Gemisch aus Blutzellen und PBS
wurde vorsichtig mit einer serologischen Pipette auf das Ficoll geschichtet.
Nach einer Zentrifugation mit minimaler Beschleunigung und ohne Abbremsung
(1700U/min=2574xg, RT, 20min, Megafuge 2.0, Heraeus Instruments) zeigte
sich eine tribe Intermedidrschicht, die die PBMCs reprasentierte. Diese
Interphase wurde abpipettiert und in einem neuen 50ml- Reaktionsgefald
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf ein Gesamtvolumen von 50ml mit
PBS aufgefillt und zentrifugiert (1500U/min, RT, 5min, C4-22, Jouan). Im
Anschluss wurde das Zellpellet makroskopisch auf Verunreinigungen durch
Erythrozyten beurteilt und eventuell eine Erythrozytenlyse mit ACK-Puffer
durchgefuhrt (siehe unten). Nach zweimaligem Waschen mit 50ml PBS und
Zentrifugation (jeweils 1500U/min, RT, 5min, C4-22, Jouan) wurde der
Uberstand dekantiert und das Pellet in einem Volumen von 10ml Kulturmedium
(RPMI1640+GlutaMax™-1 mit zusatzlich 5% Fetalem Kalberserum (FCS) und
1% Penicillin/Streptomycin (P/S)) aufgenommen und auf Eis gelagert. Die
Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die Vitalitat der
Zellen durch eine Trypan-Blaufarbung Uberpruft, um die Zellen danach in 96-

well-Platten zu kultivieren (siehe unten).

2.3.2 Erythrozytenlyse mittels ACK-Puffer

Wenn die isolierten PBMCs stark durch Erythrozyten verunreinigt waren, wurde
eine Erythrozytenlyse mit ACK-Puffer (siehe Ill. Material und Methoden, 1.11
Puffer, Gele und Medien) durchgefuhrt. Dazu wurde das Zellpellet der PBMCs
mit 2ml ACK-Puffer versetzt, vorsichtig resuspendiert und unter Schwenken
2min inkubiert. Um die Lyse zu stoppen, wurde das 50ml-Gefald mit PBS
aufgefllt und danach zentrifugiert (1500U/min, RT, 5min, C4-22, Jouan).
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2.3.3 Kultivierung der Zelllinien

Die Zellen wurden in 96-well Zellkulturplatten mit einer Konzentration von
300.000 Zellen pro ,well* in einem Volumen von 200pul Kulturmedium (5% FCS,
1% P/S) pro ,well“ ausgesat. Die Zellen wurden in einem Zellinkubator bei 37°C
und 5% CO kultiviert. Die Zelllinien wurden an den Tagen 3, 7 und 10 vor der
ersten Restimulation (Tag 14) und an den Tagen 17, 21 und 24 vor der zweiten
Restimulation (Tag 28) mit Interleukin-2 (IL-2) mit einer Endkonzentration von
20Units/ml aktiviert (Versuchsablauf siehe Grafik 3.1 in IV. Ergebnisse, 3.
Analyse von SLA/LP-spezifischen Zelllinien). Dafur wurden zuvor 100l
Uberstand des Kulturmediums aus jedem ,well* abgenommen und verworfen.
Jedem ,well“ wurde daraufhin wieder 100ul frisches Kulturmedium (5% FCS,

1% P/S) mit der oben genannten Endkonzentration von IL-2 zugeflhrt.

2.3.4 Stimulation der Zelllinien

Durch Mehrfachstimulationen der ausgesaten Zellen mit dem selbst
hergestellten humanen SLA/LP-Protein oder mit zwei synthetischen Peptiden
aus der Sequenz des SLA/LP-Molekils sollte versucht werden, SLA/LP-
spezifische T-Zellen aus dem peripheren Blut zu stimulieren und SLA/LP-
spezifische Zelllinien zu schaffen. Weiterhin wurden verschiedene
Kontrollpeptide und polyklonale, unspezifische Aktivatoren eingesetzt, um die
T-Zell-Antworten gegen das SLA/LP-Molekil vergleichen zu kénnen. Als
Negativkontrolle diente ein Kontrollpeptid aus der Sequenz des Hepatitis-C-
Virus, fur das die meisten Nicht-Infizierten immunologisch naiv sein mussten.
Um eine unspezifische Reaktion der Zellen gegen die Oberflache der
Zellkulturplatten oder gegen das FCS im Kulturmedium auszuschliel3en, wurde
auch ein Ansatz ohne jeglichen Zusatz von Antigenen durchgefihrt, indem die
Zellen einfach in 200pl Medium kultiviert wurden und den gleichen
Kulturbedingungen ausgesetzt waren, wie die anderen Ansatze. Als
Positivkotrolle wurden die Stimulationen mit ConA und dem CMV-Peptid
verwendet; fir das Cytomegalievirus wurde eine hohe Durchseuchungsrate

angenommen. Die Endkonzentrationen und Funktionen dieser verschiedenen
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Ansatze sind in der Tabelle 1 aufgefuhrt. Ein Ansatz umfasste 4 ,wells* mit
jeweils 300.000 Zellen, also 1,2x10° Zellen pro Ansatz.

Tabelle 1 Antigene zur Stimulation der Zelllinien
Antigen Endkonzentration MolekllgréRle Funktion

SLA Protein 4ng/ul Protein spezifisches Antigen
SLAl 2ug/ul Peptid spezifisches Antigen
SLA2 2ug/ul Peptid spezifisches Antigen
ConA 1,5ng/ul Protein Positivkontrolle
CMV 2ug/ul Peptid Positivkontrolle
HCV 2ug/ul Peptid Negativkontrolle

Die erworbenen, synthetischen Peptide waren durch folgende Aminosaure-

Sequenzen gekennzeichnet:

Tabelle 2 Aminoséauresequenzen der eingesetzten Peptide
Peptid Aminosauresequenz
SLA1 NH,-VDLFINRLDRCLKAVRKERSKE-COOH
SLA2 NH,-HLIQQGARVGRIDAFV-COOH
CMV NH,-YQEFFWDANDIYR-COOH
HCV NH,-VLVLNPSVA-COOH

Die verwendeten Peptide waren HLA-DR3-restringiert. Die Sequenzen von
SLA1 und SLAZ2 entstammen der cDNA-Sequenz, die Wies et al. (2000) fir das
SLA/LP Molekil beschrieben haben.

Der kursiv gedruckte Sequenzabschnitt aus dem SLA1-Peptid ist ein Teil der
von der gleichen Arbeitsgruppe als dominantes Epitop charakterisiert wurde
und der sich am Carboxy-Terminus des kompletten SLA/LP-Proteins befindet.

Mix et al. (2008) konnten zeigen, dass eine T-Zell-Erkennung zu steigern war,
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wenn sowohl am Carboxy- als auch am Amino-Terminus jeweils 3-5
Aminosauren entfernt wurden und definierten dadurch eine fur die T-Zell-
Erkennung optimale Sequenz (kursiv und gleichzeitig fett gedruckt).

Eine optimale Variante des SLA2-Peptids (kursiv und gleichzeitig fett gedruckt)
wurde auch von Mix et al. beschrieben, die wie auch beim SLA1-Peptid
weniger Aminosauren aufweist als die in dieser Arbeit verwendeten Peptide.
Mix et al. (2008) konnten aufRerdem eine HLA-DR Restriktion ihrer um wenige
Aminosauren kleineren als die in dieser Arbeit verwendeten Peptide belegen.
Die HLA-DRB1*0301-restringierte HCV-Sequenz wurde von Diepolder et al.
(1997) beschrieben.

2.35 Einfrieren von Zellen

Da fur die Restimulation sogenannte ,Feeder-Zellen® (siehe unten) vom
jeweiligen Patienten benétigt wurden, mussten pro Patient mindestens zwei
Tiefkiihlréhrchen (,Cryotubes®) mit jeweils 1x10° PBMCs in fliissigem Stickstoff
tiefgekiihlt werden. Hierzu wurden 2x10° Zellen in einem 15ml konischen
Réhrchen in 1ml Kulturmedium (10% FCS, 1% P/S) resuspendiert und
vorsichtig innerhalb von drei Minuten insgesamt 1ml ,Einfrier-Medium® (siehe
[ll. Material und Methoden, 1.11 Puffer, Gele und Medien) tropfenweise und
unter Schwenken hinzugegeben. Danach wurden die Zellen vorsichtig
resupendiert und in einem Milliliter gelost auf die ,Cryotubes” verteilt. Diese
wurden sofort auf Eis gelagert, danach fur 24 Stunden in einer Tiefkthltruhe bei
-80°C aufbewahrt und zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff Uberfihrt.

2.3.6 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen wurden die ,Cryotubes” vom flissigen Stickstoff auf Trockeneis
Uberfiihrt und danach in einem 37°C warmen Wasserbad erwadrmt. Die nun
flissige Zellsuspension aus dem ,Cryotube“ wurde in ein 15ml-Rdhrchen
Uberfihrt und dieses auf Eis gelagert. Innerhalb von 3 Minuten wurden
tropfenweise 2ml von auf 4°C gekihltem PBS unter Schwenken des 15ml-
GefalRes dazugegeben. Danach wurden 2ml FCS unter die Zellsuspension
pipettiert. Nun wurde zentrifugiert (1500U/min, RT, 5min, C4-22, Jouan), der
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Uberstand verworfen und die Zellen noch zweimal mit jeweils 15ml
Kulturmedium (10%FCS, 1% P/S) gewaschen, indem nach der Zentrifugation
der Uberstand verworfen wurde, die Zellen in Medium resuspendiert und
danach erneut zentrifugiert wurden. Nach der letzten Zentrifugation wurden die
Zellen in 10ml Medium (10% FCS, 1% P/S) aufgenommen, die Zellzahl mittels
Neubauer-Zahlkammer ermittelt, die Vitalitat der Zellen durch eine Trypanblau-
Farbung dberprift und das 15ml-Gefal3 mit den Zellen bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gelagert.

2.3.7 Restimulationen der Zelllinien

Die Zelllinien wurden 14 Tage nach der Isolierung und der ersten Stimulation
restimuliert. Fur diese erste Restimulation wurden die Zellen eines Ansatzes,
der jeweils vier ,wells“ umfasste, in einem 1,5ml konischen Reaktionsgefal}
gesammelt, zentrifugiert (2500U/min=660xg, 4°C, 5min, Centrifuge 5417R,
Eppendorf) und der Uberstand abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden
in 1ml PBS resuspendiert, erneut zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und die Zellen eines Ansatzes in neuem Kulturmedium (5%FCS, 1% P/S) in
dem 1,5ml Gefal? resuspendiert. Die Zellen wurden danach in die ihrem Ansatz
entsprechenden ,wells* mit einem Fullungsvolumen von 200ul pro ,well* zuriick
Uberfiihrt. Nun wurden die in Tabelle 1 genannten Endkonzentrationen der
Antigene und Stimulanzien in den jeweiligen ,wells* wieder hergestellt.
AulRerdem wurde jedem ,well“ 50.000 ,Feeder“-Zellen hinzugeftigt, die der
Antigenprasentation und Kostimulation dienen sollten. Die Notwendigkeit
hierfir bestand darin, weil die Antigen-prasentierenden Zellen aus der
ursprunglichen PBMC-Population im Verlauf bis zur ersten Restimulation
wahrscheinlich untergegangen waren. Dem Ansatz mit Zellen ohne Antigen
wurden nur ,Feeder“-Zellen, aber keine der in Tabelle 1 genannten Antigene
hinzugefugt.

Zur Herstellung von ,Feeder“-Zellen wurden PBMC'’s des jeweiligen Patienten
aufgetaut (siehe Ill. Material und Methoden, 2.3.6 Auftauen von Zellen) und mit
30Gy mit freundlicher Unterstitzung des Institutes fir Klinische
Chemie/Zentrallaboratorien des Universitatsklinikkums Hamburg-Eppendorf
bestrahlt. Hierdurch behielten die Zellen die Fahigkeit zur Antigenprasentation,
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proliferierten aber nicht mehr. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen in einem
15ml-R6hrchen zentrifugiert (1500U/min, RT, 5min, Centrifuge 5417R,
Eppendorf) und der Uberstand dekantiert. Die Zellen wurden in 5ml Medium
(5%FCS, 1% P/S) resuspendiert, mit einer Neubauer-Zahlkammer gezéahlt und
deren Vitalitat mittels Trypanblau-Féarbung verifiziert.

Nach der Restimulation wurden die Zellen im Zellinkubator bei 37°C und 5%
CO2 kultiviert und an den in 2.3.3 genannten Zeitpunkten bis zur zweiten
Restimulation mit IL-2 gefluttert. Am Tag 28 fand die zweite Restimulation statt.
Diese wurde entsprechend der ersten Restimulation durchgefiihrt (s.0.), mit
dem Unterschied, dass die Endkonzentration von ConA auf 3ng/ul erhoht
wurde, um die Zytokinausschittung dieser Positivkontrolle zu erhéhen.
AulRerdem wurde bei der zweiten Restimulation - nachdem die Zellen
gewaschen, stimuliert und mit ,Feeder“-Zellen versetzt waren - in jedem ,well
Brefeldin A (GolgiPlug™) in einer Konzentration von 1pl/ml eingesetzt. Dieser
Protein-Transport-Inhibitor, der den Protein-Transport vom Endoplasmatischen
Retikulum zum Golgi-Apparat beeinflusst, machte die anschlieRende
intrazellulare Zytokinfarbung maoglich. Der Ansatz ohne Antigen wurde
wiederum nur mit ,Feeder“-Zellen stimuliert, enthielt aber auch Brefeldin A.
Nach dem Zusatz von Brefeldin A zu jedem ,well* wurden die Zellen 8 Stunden
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert, bis die extrazellulare Farbung

von Oberflachen-Antigenen der Zelllinien folgte.

2.3.8 Farbung von Oberflachen-Antigenen der Zelllinien

Die Zellen eines Ansatzes wurden jeweils in einem 1,5ml Reaktionsgefald
gesammelt und zentrifugiert (2500U/min, 4°C, 5min, Centrifuge 5417R,
Eppendorf). Danach wurde der Uberstand abgenommen. Die Zellen wurden in
1ml PBS resuspendiert, wiederum zentrifugiert und danach dekantiert. Die
Ansatze wurden anschlie3end in einem Farbevolumen von jeweils 50ul PBS
pro Ansatz mit 2pl Anti-Human CD4 Antikérper (PE-Cy7; BD Biosciences) und
mit 4pl Anti-Human CD8 Antikodrper (PerCP; BD Biosciences) fur 20min bei 4°C
im Dunkeln gefarbt. Die ungebundenen Antikdrper wurden im Anschluss
ausgewaschen, indem 1ml PBS jedem Ansatz hinzugeflgt, zentrifugiert und

der Uberstand verworfen wurde.
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2.3.9 Intrazellulare Zytokinfarbung der Zelllinien

Zur Fixierung und Permeabilisierung der bereits oberflachengefarbten Zellen
wurden die Zellpellets der verschiedenen Ansatze jeweils mit 250ul
Cytofix/Cytoperm™ resuspendiert und fur 20min bei 4°C in Dunkelheit inkubiert.
Cytofix/Cytoperm™ beinhaltet Saponin zur Permeabilisierung der Zellen,
Monensin als weiteren Proteintransport-Inhibitor, der in den Transport vom
Golgi-Apparat zur Zellmembran eingreift, und Fetales Kalberserum (FCS).
Daraufhin wurden die Zellen zweimal mit jeweils 1ml Perm/Wash™ gewaschen,
das zuvor im Verhaltnis 1:10 mit deionisiertem H>O verdinnt worden war.
Perm/Wash™ enthalt FCS und Saponin, wobei letzteres bendtigt wird, um die
Permeabilisierung der Zellen und damit deren Durchgangigkeit fur die
Antikorper wahrend des Farbeprozesses aufrecht zu erhalten. Die intrazellulare
Zytokinfarbung erfolgte in einem Farbevolumen von jeweils 50ul Perm/Wash™
pro Ansatz mit 4ul Anti-Human IFNy Antikorper (APC; BD Biosciences), 4l
Anti-Human TNF-a Antikorper (PE; BD Biosciences) und 6ul Anti-Human [L-17
Antikorper (FITC; eBioscience) fur 30min bei 4°C in Dunkelheit. Im Anschluss
wurde nocheinmal mit 1ml Perm/Wash™ gewaschen. Die Ansatze wurden
abschlie3end fixiert. Dafur wurden die Zellen in 500ul Paraformaldehyd (PFA;
4%) fur 15min bei 4°C im Dunkeln inkubiert und danach zweimalig mit jeweils
1ml PBS gewaschen. Schlielllich wurden die Zellen in FACS-Ro6hrchen
Uberfuhrt und in 300ul PBS resuspendiert. Bis zur Auslesung der Zellen durch
das FACS-Gerat lagerten die Proben bei 4°C in Dunkelheit.

2.3.10 Zellanalyse mittels FACS

Die gefarbten und fixierten Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie (FACS =
Fluorescence Acitvated Cell Sorting) analysiert. Zur qualitativen und
quantitativen Auswertung wurde die FACSDiva™Software 5.0.1 (BD
Biosciences) verwendet. Die Lymphozytenpopulation wurde durch eine
optimale Einstellung des Vorwarts- und Seitwartsstreulichtes (FSC = Forward
Scatter und SSC = Side Scatter) ermittelt. Zur Berechnung der Autofluoreszenz
wurden ungefarbte, aber mit PFA (4%) fixiete PBMCs verwendet. Die

Kompensationseinstellungen wurden mit Hilfe von Farbungen von
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CompBeads™ (BD Biosciences) mit den einzelnen, im jeweiligen Versuch
verwendeten Antikorpern erstellt und die Kompensation von der FACSDiva™
Software 5.0.1 (BD Biosciences) berechnet. Aufgrund der relativ langen
Kulturdauer von 28 Tagen und den Restimulationen mit ,Feeder-Zellen war mit
viel Zelldetritus zu rechnen und deswegen wurde bei der Auslesung der
Zelllinien der Schwellenwert (,Threshold®) auf einen Wert von 30.000 gesetzt.
Bei FACS-Analysen von TLR-stimulierten Zellen und von T.g (Siehe unten)
wurde ein Schwellenwert von 10.000 festgelegt.

24 FACS-Analyse von TLR-stimulierten Zellen

24.1 Stimulation, Kultivierung und Restimulation von TLR-

stimulierten Zellen

Die Zellen wurden analog zu den Zellen des Zelllinienversuches isoliert und
kultiviert (siehe Ill. Material und Methoden, 2.3.1 bis 2.3.3.). Um
Vergleichsmoglichkeiten fur die Stimulationen mit den TLR-Liganden zu haben,
wurde auch hier ein Ansatz ohne Antigen als Negativkontrolle und ein Ansatz
mit ConA (Endkonzentration 3ng/ul) als Positivkontrolle durchgefuhrt. Jeder
Ansatz eines TLR-Liganden wurde mit ConA (Endkonzentration 3ng/ul)
kostimuliert, in der Annahme, dass eine alleinige Stimulation mit TLR-Liganden
nicht ausreichend sei, um Unterschiede der Zelldifferenzierung und der
Zytokinmuster zu induzieren. Die Endkonzentrationen der TLR-Liganden kann
der Tabelle 3 (siehe unten) entnommen werden. Am dritten Tag nach der
Stimulation wurden 100ul Kulturiberstand pro ,well* abgenommen, in 1,5ml
Reaktionsgefalle uberfuhrt und mit flissigem Stickstoff schockgefroren, um
danach in einer -80°C Kuhltruhe gelagert zu werden. Diese Kulturiberstande
wurden fur die ELISA-(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) Analyse von
TLR-stimulierten Zellen (siehe lll. Material und Methoden, 2.6 ELISA-Analyse
von TLR-stimulierten Zellen) verwendet. Der entnommene Kulturiberstand
wurde durch 100yl frisches Kulturmedium mit 20Units/ml von IL-2 ersetzt. Am
7.Tag nach der Primarstimulation wurden die Ansatze restimuliert und die
extrazellularen Antigene CD4 und CD8 sowie die intrazellularen Zytokine IFN-y,
TNF-a und IL-17 angefarbt und die Zellen schlieBlich mittels
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DurchflulBzytometrie analysiert. Es wurden dabei die in 2.3.7 bis 2.3.10

beschriebenen Verfahren und die gleichen Antikérper verwendet, allerdings mit

dem Unterschied, dass sowohl die Positivkontrolle als auch alle Ansétze der

TLR-stimulierten Zellen allein mit ConA (Endkonzentration 3ng/ul) ohne Zusatz

jeglicher TLR-Liganden restimuliert wurden. Allen Anséatzen wurden bei der

Restimulation wie in 2.3.7 beschrieben ,Feeder®-Zellen beigeflgt.

Tabelle 3 Eingesetzte Toll-like Rezeptor-Liganden

TLR TLR-Ligand Ligandenstruktur ~ Endkonzentration
TLR2 LTA Lipoteichonséure 2ug/ml
TLR2 PGN-BS Peptidoglykan Sug/mi
TLR3 Poly(I:C) dsRNA 25pg/mi
TLR4 LPS Lipopolysaccharid 0,1ng/ml
TLR5 Flagellin Flagellenprotein 2ug/ml
TLR7 Loxoribin Guanosine 100pM
TLR8 ssPolyU SSRNA 1pg/ml
TLR9 ODNZ2395 CpG-C DNA 1uM

NOD2* MDP* Peptidoglykan 10pg/ml

* MDP ist ein NOD2 Ligand

Das in dieser Arbeit verwendete LTA aus Bacillus subtilis (InvivoGen) ist ein

Ligand von TLR2, wobei fir LTA aus anderen Bakterienstdmmen auch eine

Beteiligung von TLR4 beschrieben worden ist (Takeuchi et al. 1999). Das in

dieser Arbeit verwendete ODN 2395 (InvivoGen) ist eine C-Form der

synthetischen Oligodinukleotide (ODN) (Roda et al. 2005).

53



2.5 FACS-Analyse von regulatorischen T-Zellen (Teg)

25.1 Farbung von Oberflachen-Antigenen von regulatorischen
T-Zellen (Treg)

Aus dem Patientenblut wurden wie in 2.3.1 beschrieben die PBMCs isoliert und
pro Patient drei Ansatze von je 1,2x10° Zellen in drei verschiedenen 1,5ml-
Reaktionsgefallen angefertigt. Diese 3 Ansatze wurden gewaschen, indem
jeweils 1ml PBS zugeflgt wurde und anschlieRend zentrifugiert (2500U/min,
4°C, 5min, Centrifuge 5417R, Eppendorf) und dekantiert wurde. Zwei Ansétze
wurden in einem Farbevolumen von 50ul PBS (2% FCS) fir 30min bei RT im
Dunkeln mit 2pl anti-Human CD4 Antikorper (PE-Cy7; BD Biosciences) und mit
12ul anti-Human CD25 (APC; BD Biosciences) Antikdrper gefarbt. Einer dieser
beiden Anséatze enthielt zusatzlich 12ul anti-Human CD127 Antikérper (PE; BD
Biosciences), der andere 12ul anti-Human CD39 Antikdrper (PE; BD
Biosciences). Der dritte Ansatz galt der optimalen Detektion der CD4+CD25+
Population bei der FACS-Analyse und wurde im Farbevolumen von 50ul PBS
(2% FCS) nur mit 2ul anti-Human CD4 Antikorper (PE-Cy7; BD Biosciences)
gefarbt. Die Ansatze wurden anschlieRend mit 1ml PBS (2% FCS) gewaschen.

25.2 Intrazellulare Farbung des Transkriptionsfaktors Foxp3

Die drei Ansatze (siehe oben) wurden jeweils mit 2ml Foxp3 Puffer A, der
zuvor 1:10 mit deionisiertem H,O verdunnt worden war, fir 10min bei RT und
in Dunkelheit fixiert. AnschlieBend wurde zentrifugiert (2500U/min, 4°C, 5min,
Centrifuge 5417R, Eppendorf), der Uberstand abgenommen und zweimal mit
jeweils 1ml PBS (2%FCS) gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen mit 500
pul Foxp3 Puffer C fir 30min bei RT in Dunkelheit permeabilisiert. Zur
Herstellung von Foxp3 Puffer C wurde Foxp3 Puffer B in einem Verhéltnis von
1:50 mit dem bereits 1:10 verdinnten Foxp3 Puffer A verdinnt. Danach
wurden die Zellen wiederum zweimal mit jeweils 1ml PBS (2%FCS)
gewaschen. Die intrazellulare Farbung des Transkriptionsfaktors Foxp3 fur den
CD39-Ansatz und fur den CD127-Ansatz erfolgte mit 12ul anti-Foxp3
Antikdrper (Alexa Fluor 488; BD Biosciences) fur 30min bei RT in Dunkelheit.



Anschlie3end wurde zweimalig gewaschen und die Ansatze in 300pl reinem
PBS bei 4°C in Dunkelheit bis zur Auslesung am FACS-Gerat gelagert. Die
Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie wie in 2.3.10 beschrieben
analysiert. Fir die Kompensationseinstellungen wurden abweichend 1,2x10°
PBMCs mit Foxp3 Puffer A fixiert, um die Lymphozyten im Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht optimal detektieren zu koénnen. Zur Festlegung der
CD4+CD25+ Population wurde der Ansatz mit der alleinigen Farbung des
Oberflachenantigens CD4 verwendet.

2.6 ELISA-Analyse von TLR-stimulierten Zellen

Die Kulturiberstande der TLR-stimulierten Zellen wurden fir die ELISA-
Untersuchungen wie in 2.4.1 beschrieben gewonnen. Fur die ELISA-Analysen
der Zytokine IL-1R, IL-6, IL-21 und IL-23 wurden die Uberstande aus den vier
.wells* eines Ansatzes in einem 1,5ml Reaktionsgefald gesammelt und auf Eis
gelagert. Die Proben wurden fur die Auswertungen der Zytokine IL-13 und IL-6
in einer Verdinnung von 1:50 mit PBS und der Zytokine IL-21 und IL-23 in
einer Verdunnung von 1:5 mit PBS eingesetzt. Die ELISA-Analysen wurden
entsprechend den Protokollen der Hersteller durchgefuhrt (siehe Ill. Material
und Methoden, 1.11 Puffer, Gele und Medien). Abweichend wurde bei dem IL-
6-ELISA  ,TMB Plus Ready-to-use® (Kem-En-Tec Diagnostics) als
Substratlosung verwendet. Die Proben wurden bei einer Wellenlange von
450nm ausgelesen (Auslesegerat: ,Opsys MRX TC II“, Dynex Technologie
GmbH).

2.7 Statistische Auswertung

Zur Siginifikanztestung wurde mit Hilfe der Software ,,GraphPad Prism 5.02“ der
Mann-Whitney-Test mit einem 95%-Konfidenzintervall angewendet und der p-
Wert berechnet. Signifikanztestungen wurden zwischen allen untersuchten
Patientenkollektiven durchgefiihrt. In den Grafiken des Ergebnisteils werden
zugunsten der Ubersicht nur signifikante Unterschiede (p<0,05) dargestellt.
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V. Ergebnisse

1. Transfer von SLA/LP-stimulierten Lymphknotenzellen im
Mausmodell

Zunachst sollte durch Transferversuche geklart werden, ob das Fehlen von IL-
10 in IL-10 -/- Mausen bei der priméren Aktivierung von Abwehrzellen oder bei
ihren Effektorfunktionen die Suszeptibilitat fir eine Hepatitis bewirkt.

Hierzu wurden beim Transferversuch 1 die Lymphknotenzellen aus WT Mausen
oder IL-10 -/- Mausen ausschlieBlich mit SLA/CFA stimuliert und dann in
gesunde WT Mause oder IL-10 -/- Mause transferiert. Der genaue
Versuchsaufbau ist in der Grafik 1.3 im Abschnitt 2.2.1 des Kapitels ,Material
und Methoden* dieser Arbeit beschrieben. Beim Transferversuch 2 wurden die
Lymphknotenzellen entweder mit SLA/CFA oder als Negativkontrolle mit
PBS/CFA stimuliert und dann in eine gesunde Maus des genetischen
Hintergrundes transferiert, auf dem sie vorher stimuliert worden waren (siehe
Grafik 1.4 in lll. Material und Methoden, 2.2.1 Transfer von SLA/LP-stimulierten
Lymphknotenzellen)

Die Grafiken 2.1 bis 2.4 zeigen die Transaminasenmessungen fur die
Transferversuche 1 und 2 zur Induktion einer Hepatitis im Mausmodell. Die
hochsten Werte der Transaminasen wurden im Transferversuch 1 erreicht,
wenn die mit SLA/CFA stimulierten Lymphknotenzellen aus IL-10 -/- M&usen
generiert und wieder in gesunde IL-10 -/- Mause transferiert wurden (siehe
Grafik 2.1 bis 2.2). Es wurden dabei im Median fur die Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT) Werte von circa 550 Units/Milliliter und fur die Glutamat-
Pyruvat-Transaminase (GPT) Werte von circa 120 Units/Milliliter erreicht. Im
Vergleich dazu ergaben sich Werte von circa 140 Units/Milliliter fur die GOT und
von circa 35 Units/Milliliter fr die GPT, wenn die Lymphknotenzellen in Wildtyp-
Tieren mit SLA/CFA aktiviert und auch wieder in Wildtyp-Mause transferiert
wurden. Diese Beobachtungen der vom Mausstamm abh&ngigen Unterschiede
der Transaminasen konnten nicht im Transferversuch 2 reproduziert werden
(siehe Grafik 2.3 bis 2.4). Weiterhin konnten im Transferversuch 2 anhand der
Transaminasen keine Unterschiede zwischen der Negativkontrolle ohne
SLA/LP und der Stimulation mit SLA/LP ausgemacht werden.
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Die Grafik 2.5 zeigt die histologischen Aufarbeitungen der Lebern der
Transferversuche 1 und 2. In den Histologien des Transferversuchs 1 konnten
vor allem dann eingewanderte Entziindungszellen registriert werden, wenn die
mit SLA/CFA stimulierten Zellen aus dem IL-10 -/- Hintergrund stammten und
auch wieder in eine IL-10 -/- Maus transferiert wurden (siehe Bild A und B der
Grafik 2.5). Wurden die Zellen aus einer SLA/LP-immunisierten IL 10-/- Maus
isoliert und danach in eine WT Maus uberfuhrt, konnten weniger und im
Ausmald geringere Infiltrate festgestellt werden (nicht dargestellt). Die
Immunisierung eines Wildtyp-Tieres fuihrte sowohl nach dem Transfer in eine
WT-Maus als auch in eine IL-10 -/- Maus zu keinen entzundlichen
Zelleinwanderungen (nicht dargestellt). Der IL-10 -/- Phanotyp scheint somit
vorrangig Einflu@ auf die primare Aktivierung von Abwehrzellen gegentber
SLA/LP zu haben.

Diese Beobachtungen konnten durch den Transferversuch 2 bestatigt werden,
da Zellen aus Wildtyp-M&ausen, die mit PBS/CFA (siehe Bild C der Grafik 2.5)
oder mit SLA/CFA (siehe Bild D der Grafik 2.5) stimuliert wurden, nach dem
Transfer keine Hepatitis induziert haben. Auch der genetische Hintergrund der
IL-10 -/- Mause war fur sich allein genommen keine Préadisposition fur eine
Entzindung der Leber (siehe Bild E der Grafik 2.5). Ausschlie3lich die
Immunisierung von Lymphknotenzellen mit SLA/CFA auf dem genetischen
Hintergrund der IL-10 -/- Mause konnte nach dem Transfer eine Hepatitis
induzieren (siehe Bild F bis G der Grafik 2.5).
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Grafik 2.1 Serumwerte von GOT bei Transfer-Versuch 1
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Grafik 2.2 Serumwerte von GPT bei Transfer-Versuch 1
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Beispiel: WT > IL10-/- = Zellen aus einer WT-Maus wurden mit SLA/CFA (im Transferversuch 1
wurde ausschlief3lich SLA/CFA als Stimulans verwendet) stimuliert und danach in eine IL-10-/-

Maus transferiert; horizontaler Balken = Median

GOT = Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase
U/ml = Units/Milliliter
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Grafik 2.3 Serumwerte von GOT bei Transfer-Versuch 2
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Grafik 2.4 Serumwerte von GPT bei Transfer-Versuch 2
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Grafik 2.5 Histologien der Transferversuche

Transferversuch 1

Bild A und B: IL10-/- — IL10-/- (Die Zellen aus einer IL10-/- Maus wurden mit SLA/CFA
stimuliert und in eine gesunde IL10-/- Maus transferiert)

Transferversuch 2

Bild C: WT(+PBS) — WT (Die Zellen einer WT Maus wurden mit PBS/CFA stimuliert und in
eine gesunde WT Maus transferiert)

Bild D: WT(+SLA) -» WT

Bild E: IL10-/- (+PBS) — IL10-/-

Bild F bis G: IL 10-/- (+SLA) — IL10-/-

Die Pfeile in den Bildern markieren die entziindlichen Zellinfiltrate
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2. Charakterisierung des Patientenkollektivs

Die unten aufgefuhrte Tabelle 4 charakterisiert durch klinische und
laborchemische Parameter das Patientenkollektiv der AlH-Patienten und die
Kontrollgruppen aller Versuche dieser Arbeit.

Zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat der Autoimmunen Hepatitis wurden die
Laborparameter IgG und die Serumtransaminase GPT ermittelt. Luth und
Lohse (2006) zeigten, dass sich IgG und GPT als komplementéare
Serummarker im Krankheitsverlauf der AIH eignen und gut mit der
histologischen Aktivitat korrelieren. 24 der 45 AlH-Patienten (circa 53%) wiesen
eine GPT uUber dem Referenzbereich auf und wurden als krankheitsaktive
Patienten angesehen. 18 der 45 AlH-Patienten (40%) waren im Rahmen einer
Erstdiagnose therapienaiv und wurden zum Zeitpunkt der Blutenthahme noch
nicht immunsuppressiv behandelt.

Circa 69% der AlH-Patienten, circa 46% der Gesunden, 100% der PBC-
Patienten und 20% der PSC-Patienten gehorten dem weiblichen Geschlecht
an.

Zwei der AlH-Patienten (circa 4,5%) waren positiv fur LKM-1-Antikorper. Bei
diesen LKM-1-positiven AlH-Patienten lieRen sich keine weiteren der
untersuchten Antikorper detektieren. 31 AlH-Patienten (ca. 70%) waren positiv
fur ANA, 25 AlH-Patienten (ca. 57%) wiesen Antikorper gegen SMA auf und 5

AlH-Patienten (ca.11%) zeigten einen positiven Antikdrperstatus fur SLA/LP.
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Tabelle 4 Patientenkollektiv

Geschlecht Alter

1 * **
Diagnose Anzahl [w/m] [Jahre] GPT* [U/l] AP** [U/l]
AlH 45 31/14 54 (18-78) 40,5 (11-619) n.u.
Gesund 28 13/15 29 (22-70) n.u. n.u.
PBC 11 11/0 55 (36-67) 37 (17-104) 105,5 (45-291)
PSC 15 3/12 40 (18-56) 73 (18-312) 216 (61-536)
. SLA/LP°°°
*k% o oo
Diagnose IgG*** [g/l] ANA SMA SLA/LP + [RE/mI]
13,33 1:640 1:320

AlH 5 >200

(6,05-47,62)  (1:80-1:10.000) (1:40-1:2560)

Referenzbereiche:

* 10-35 U/l

**  35-104 U/l
** 7-16 gl

° < 1:80 (Titer)
°° < 1:80 (Titer)
°°° < 20 RE/mI

In eckigen Klammern wird die Mal3einheit angegeben. In runden Klammern ist die Spannweite
der Werte aufgefiihrt. Das Alter der Probanden bezieht sich auf den Zeitpunkt der
Blutentnahme. Die Werte fur die Parameter Alter, GPT, AP, IgG, ANA, SMA und SLA/LP
stellen die Mediane des jeweiligen Patientenkollektivs dar. In die Berechnung der Mediane und
der Spannweiten der Titer der Autoantikérper ANA und SMA gingen nur die Patienten ein, die
einen positiven Antikérperstatus aufzeigen. Funf Patienten der gesamten AIH-Gruppe wiesen
Autoantikorper gegen SLA/LP auf. Fur einen AlH-Patienten lie3 sich kein Wert fur die GPT und
bei einem PBC-Patienten kein Wert fur die AP zum Zeitpunkt der Blutentnahme ermitteln. Bei
einem AlH-Patienten konnte nicht zuriickverfolgt werden, welches Antikorperprofil zum
Zeitpunkt der Blutentnahme vorlag und somit berechnen sich die Mediane der Autoantiktrper
aus den 44 AlH-Patienten, von denen die Laborparamter bekannt waren.

SLA/LP + = Anzahl der AIH-Patienten, die positiv fir Antikdrper gegen SLA/LP waren
Geschlecht [w/m] = weiblich/méannlich

U/l = Units pro Liter

RE/ml = Relative Einheiten pro Milliliter

n.u. = nicht untersucht



3. Analyse von SLA/LP-spezifischen Zelllinien

Anhand peripherer Blutlymphozyten von AlH-Patienten sollte untersucht
werden, ob eine verstarkte Th17-Differenzierung von SLA/LP-spezifischen T-
Zellen vorliegt, wie dies in den Mausmodellen der laborinternen Vorarbeiten
gefunden wurde. Da von einer geringen Frequenz SLA/LP-spezifischer T-
Zellen im peripheren Blut auszugehen war, wurden mehrere Restimulationen
mit dem SLA/LP-Protein oder den Peptiden des SLA/LP-Molekuls durchgefihrt,
um diese Zellpopulation zu expandieren. Der zu bestimmten Zeitpunkten
erforderliche Einsatz von IL-2 und von Feeder-Zellen zur Antigenprasentation
orientierte  sich an etablierten Modellen  zur in-vitro-Kultivierung
antigenspezifischer T-Zellen (Dooms und Abbas 2006, Wherry et al. 2003, Obst
et al. 2005). Mit Hilfe von Farbungen von Oberflachen-Antigenen und von
intrazellularen Zytokinen und anschlieRenden FACS-Analysen sollten die
SLA/LP-spezifischen T-Zellen charakterisiert werden (siehe Grafik 3.1).

Grafik 3.1 Versuchsablauf von SLA/LP-spezifischen Zelllinien
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Expansion von SLA-spezifischen T-Zellen

Die Grafik 3.2 zeigt beispielhaft die FACS-Analyse eines SLA/LP-positiven AlH-
Patienten. Die Lymphozytenpopulation wurden anhand des Vorwarts- und
Seitwartsstreulichtes (FSC und SSC) detektiert und anhand der Oberflachen-
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antigene CD4 und CD8 aufgetrennt. Anschliellend wurden die intrazellularen
Zytokine TNF-a, IFN-y und IL-17 untersucht. Beispielsweise lag der Anteil der
IFN-y-positiven Zellen an der CD4+ Zellpopulation (siehe Quadrant ,Q1“ der
Grafik 3.2) fur die Stimulation mit der Negativkontrolle HCV-Peptid bei 0,5%, fur
die Positivkontrolle CMV-Peptid bei 5,2% und fur die SLA/LP-Peptide SLA1 und
SLA2 bei 4,0% und bei 2,6%.

Die Produktion der oben genannten Zytokine der CD4+ und CD8+ Zellen wurde
unter den verschiedenen Patientenkollektiven (AlIH-Patienten, gesunde
Probanden, PBC-Patienten) verglichen. Es wurden im arithmetischen Mittel
aller Probanden dieses Versuches 37.674 Leukozyten ausgelesen. Die
Grafiken 3.3 bis 3.10 fassen die Ergebnisse der Zelllinienversuche zusammen.
Die statistische Auswertung folgt in den Grafiken 3.11 bis 3.13. Die Grafiken
3.14 bis 3.17 konzentrieren sich auf die Analyse von IL-17 positiven Zellen.

Es zeigte sich, dass keine signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Patientenpopulationen  fir TNF-a-positive oder IL-17-positive  Zellen
festzustellen waren, sowohl fur CD4+ als auch CD8+ T-Zellen (siehe Grafik 3.3
bis 3.6). Dies galt fur SLA/LP-positive und SLA/LP-negative AlH-Patienten.
Allgemein war die Expression von TNF-a oder IL-17 der CD4+ und CD8+ T-
Zellen als Reaktion auf die verschiedenen Formen des SLA/LP gering und
betrug jeweils im Median unter 0,5% der Ausgangspopulation. Signifikante
Unterschiede ergaben sich nur fur IFN-y-positive CD4+ oder CD8+ Zellen, die
in den Grafiken 3.7 bis 3.10 in Verhaltnis zu den Positiv- und Negativkontrollen
gesetzt wurden. Dabei zeichnete sich ein Trend fur SLA/LP-positiven AlH-
Patienten ab, da bei Ihnen der Anteil der IFN-y-positiven Zellen an den CD4+
oder CD8+ T-Zellen teilweise Werte von 5% bis 10% der Ausgangspopulation
annahm und damit den Median der CMV-Positivkontrolle (circa 4% IFN-y-
positive Zellen der CD4+ T-Zellen) Ubertraf.

Die statistische Auswertung der Zelllinienversuche (Grafiken 3.11 bis 3.13)
zeigte signifikante Unterschiede fur den Anteil der IFN-y-produzierenden Zellen
an den CD4+ T-Zellen zwischen SLA/LP-positiven AlH-Patienten und
gesunden Probanden bei der Stimulation mit dem SLA/LP-Protein (p=0,008;
siehe Grafik 3.11) und beim SLA1 Peptid zwischen SLA/LP-positiven und
SLA/LP-negativen AlH-Patienten (p=0,0323; siehe Grafik 3.12). Das Antigen
SLAZ2 Peptid fuhrte zu keinen signifikanten Unterschieden in der statistischen



Auswertung (nicht dargestellt). Fur den Anteil der IFN-y-produzierenden Zellen
an den CD8+ T-Zellen bei der Stimulation mit SLA/LP-Protein ergaben sich
signifikante Unterschiede zwischen SLA/LP-positiven AlH-Patienten und
gesunden Probanden (p=0,0303; siehe Grafik 3.13).

Hinsichtlich einer Th17-Differenzierung als Reaktion auf die Prasentation von
SLA/LP zeigten sich fur IL-17+CD4+ Zellen keine signifikanten Unterschiede
(siehe beispielsweise Grafik 3.4). Es sind aber Tendenzen fur IL-17+CD8+
Zellen festzuhalten. Die Grafik 3.14 stellt die FACS-Analyse eines SLA/LP-
negativen, unbehandelten AlH-Patienten dar, bei dem nach der Stimulation mit
SLA1 Peptid der Anteil der IL-17-positiven Zellen an der CD8+ Population
(siehe rechter unterer Quadrant ,Q4“ der Grafik 3.14) 1,1% betrug. Die
Grafiken 3.15 bis 3.17 zeigen, dass diese Population der IL-17+CD8+ T-Zellen
nach der Stimulation mit den SLA/LP-Peptiden SLA1 und SLA2 geringgradig
vermehrt bei therapienaiven AlH-Patienten ausgepragt war und nicht mit einem
positiven SLA/LP-Antikorper-Status korrelierte. Der Anteil der IL-17-positiven
Zellen an der Ausgangspopulation betrug hierbei circa 0,5%. Nach der
Stimulation mit SLA/LP Protein hingegen Uberwogen geringgradig die IL-
17+CD8+ T-Zellen der therapierten AIH-Patienten. Es ergaben sich allerdings
keine signifikanten Unterschiede zu den Vergleichsgruppen. Es muss betont
werden, dass sich unter den untersuchten AlH-Patienten kein Proband befand,
der therapienaiv war und gleichzeitig SLA/LP-Autoantikorper aufzeigte.
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Grafik 3.2 Beispiel von FACS-Analysen der Zelllinien
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Grafik 3.3 TNF-a+CD4+ Zelllinien nach SLA1 Peptid-Stimulation
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Grafik 3.4 IL-17+CD4+ Zelllinien nach SLA1 Peptid-Stimulation
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Grafik 3.5 TNF-a+CD8+ Zelllinien nach SLA1 Peptid-Stimulation
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Grafik 3.6 IL-17+CD8+ Zelllinien nach SLA1 Peptid-Stimulation
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Grafik 3.7 IFN+CD4+ Zelllinien nach SLA Protein-Stimulation
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Grafik 3.8 IFN+CDA4+ Zelllinien nach SLA1 Peptid-Stimulation
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Grafik 3.9 IFN+CDA4+ Zelllinien nach SLA2 Peptid-Stimulation
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Grafik 3.10 IFN+CD8+ Zelllinien nach SLA Protein-Stimulation
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Grafik 3.11 IFN+CDA4+ Zelllinien nach SLA Protein-Stimulation
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Grafik 3.12 IFN+CDA4+ Zelllinien nach SLA1 Peptid-Stimulation
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Grafik 3.13 IFN+CD8+ Zelllinien nach SLA Protein-Stimulation
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Grafik 3.14 Beispiel von IL-17+CD8+ T-Zellen der Zelllinien
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Rot gefarbte Zellpopulation = CD8 positive Zellen; SLA1 = Stimulation mit SLA1 Peptid; IL-17 =
Interleukin-17; IFNy = Interferon y; Q4 = Quadrant 4
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Grafik 3.15 IL-17+CD8+ Zelllinien nach SLA1 Peptid-Stimulation
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Grafik 3.16 CD8+IL-17+ Zelllinien nach SLA2 Peptid-Stimulation
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Grafik 3.17 CDS8+IL-17+ Zelllinien nach SLA Protein-Stimulation
3.0+ m = SLA+ AIH
| ]
2.4
+
0
o
O 18 .
Q
<
.
'7' 1.2+ - [ ]
|
= | |
S
| |
0.6+ | | ]
[ ] | | |
L] | |
| | | | | |
0.0 » » » " -
AIH naiv AIH behandelt Gesund PBC

AlH naiv = unbehandelte AlH-Patienten; AIH behandelt = immunsuppressiv-therapierte AIH-

Patienten; IL-17+

prozentualer Anteil der Interleukin-17-positiven Zellen; SLA+ AIH (rote

Koordinatenpunkte) = AlH-Patienten, die positiv fir SLA/LP-Antikbrper sind; horizontaler

Balken = Median

74



4. Analyse von peripheren regulatorischen T-Zellen

Um eine Beteiligung von regulatorischen T-Zellen (Tq) an den
pathogenetischen Mechanismen der Autoimmunen Hepatitis zu Uberpriufen,
wurde ihre Frequenz im peripheren Blut anhand verschiedener Zellmarker in
der Durchflusszytometrie (FACS) bestimmt.

Beispielhaft fir die FACS-Farbungen von peripheren Tegs sind in der Grafik 4.1
die Ergebnisse eines AlIH-Patienten dargestellt. Die Zellen wurden direkt nach
der Isolation aus dem peripheren Blut ohne Kultivierung und ohne Stimulation
mit Antigenen gefarbt. Es wurde zum Beispiel untersucht, wie grof3 der Anteil
der Foxp3+CD127low Zellen (siehe Quadrant ,Q1" im entsprechenden
Koordinatensystem der Grafik 4.1) an den unterschiedlichen Ausgangs-
populationen war. Diese Ergebnisse wurden zwischen den verschiedenen
Probandengruppen verglichen (siehe Grafik 4.2 bis 4.6). Es wurden im
arithmetischen Mittel 315.888 Leukozyten aller Probanden dieses Versuches
ausgelesen.

Die Grafiken 4.2 und 4.3 zeigen den prozentualen Anteil von TS an der
Population der CD4+ T-Zellen. Als zellulare Marker fir Tegs wurde die
Kombination aus CD25 und Foxp3 gewahlt und zusatzlich entweder die
Expression von CD39 (siehe Grafik 4.2) oder die herabgesetzte Expression von
CD127 (CD127low) verwendet (siehe Grafik 4.3). Wurde der Marker CD39
untersucht, ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der T.g-Frequenz
zwischen den verschieden Patientengruppen. Der prozentuale Anteil der TyegS
an den CD4+ T-Zellen lag im Median bei therapienaiven AlH-Patienten bei
circa 2,8%, bei behandelten AlH-Patienten bei circa 1,2% und bei gesunden
Probanden bei circa 1,7% (siehe Grafik 4.2). Wenn die Tgs durch CD127low
anstatt von CD39 definiert wurden, ergaben sich Mediane, die fir die einzelnen
Patientengruppen jeweils circa 1% hoher lagen (siehe Grafik 4.3). Bei der
Verwendung von CD127low zur Bestimmung der T.4-Frequenz zeigten PSC-
Patienten eine im Vergleich zu Gesunden signifikant geringere Frequenz von
TregS iIM peripheren Blut, die im Median bei circa 1,6% lag (p=0,0006; siehe
Grafik 4.3). Eine signifikant verminderte Frequenz von T,gS bei PSC-Patienten
im Vergleich zu gesunden Probanden konnte auch detektiert werden, wenn der
Anteil der CD4+CD25+Foxp3+ Zellen an der Population aller Lymphozyten
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berechnet wurde (p=0,0022; siehe Grafik 4.4). Der Median lag fur die PSC-
Patienten bei circa 0,7%. Diese Beobachtung fir PSC-Patienten wurde
weiterfuhrend bestétigt, wenn der Anteil der CD4+CD25+Foxp3+CD127low T-
Zellen an der Gesamtlymphozytenzahl untersucht wurde (p= 0,0042; nicht als
Grafik dargestellt). Der Median betrug circa 0,6%.

Bei den bisher gezeigten Ergebnissen beziiglich der Frequenz peripherer Tegs
konnten keine signifikanten Unterschiede fir therapienaive oder behandelte
AlH-Patienten untereinander oder im Vergleich zu Gesunden oder
Kontrollgruppen detektiert werden. Beispielsweise lag der prozentuale Anteil
der CD25+Foxp3+CD127low Zellen an den CD4+ T-Zellen im Median bei
therapienaiven AlH-Patienten bei circa 3,6%, bei immunsuppressiv
behandelten AIH-Patienten bei circa 2% und bei gesunden Probanden bei circa
2,3% (siehe Grafik 4.3). Weiterhin lag die Frequenz von TS im Median bei
therapienaiven und behandelten AlH-Patienten bei 1,09%, bei Gesunden bei
1,15% und bei PBC-Patienten bei 1,23%, wenn der prozentuale Anteil der
CD4+CD25+Foxp3+ Zellen an der Gesamtlymphozytenzahl bestimmt wurde
(siehe Grafik 4.4).

Betrachtet man den Anteil von CD25 an CD4+ T-Zellen (siehe Grafik 4.5), zeigt
sich, dass behandelte AlH-Patienten im Vergleich zu unbehandelten AlH-
Patienten (p=0,0006) und im Vergleich zu Gesunden (p=0,002) signifikant
weniger CD25 exprimierten. Auch die CD4+ Zellen von PBC-Patienten bildeten
signifikant weniger CD25 als CD4+ Zellen von gesunden Probanden
(p=0,0128). Dabei betrug der Anteil der CD25+ Zellen an den CD4+ T-Zellen
im Median bei therapienaiven AlH-Patienten 12,4%, bei therapierten AIH-
Patienten 4,4%, bei gesunden Probanden 10,3% und bei PBC-Patienten 7,4%
(siehe Grafik 4.5). Unter den CD4+CD25+ Zellen hatten behandelte AlH-
Patienten einen signifikant héheren Anteil an Foxp3-exprimierenden Zellen als
Gesunde (p=0,0023; siehe Grafik 4.6). Auch PBC-Patienten wiesen einen
signifikant héheren Anteil von Foxp3+ Zellen an den CD4+CD25+ Zellen im
Vergleich zu gesunden Probanden auf (p=0,0012). Im Median lag der Anteil der
Foxp3+ Zellen an den CD4+CD25+ T-Zellen bei unbehandelten AIH-Patienten
bei circa 36%, bei behandelten AIH-Patienten bei circa 48%, bei Gesunden bei
circa 27% und bei PBC-Patienten bei circa 54% (siehe Grafik 4.6).
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Grafik 4.1 Beispiele von FACS-Analysen der Tieg
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Grafik 4.2 Treg-Frequenz anhand von CD39

6 [m]
o
+
3 - v
o
e
3
o
4
+ o
(<))
(2] A
o
o A
+ 3
?
A
é o AA
i 24 . aat v R
n
g o - A *
(@) — gy v
1+ _u A
L L N v
o A *
[m] AAA L € 4
*
oP A DS
c L) L] L] L] L]
AIH naiv AIH behandelt Gesund PBC PSC
Grafik 4.3 Treg-Frequenz anhand von CD127low
p= 0,0006
8-
+
< o
(a) A
o
1
% & u] A vy
o
3
] o
N
(o]
A o o g
O A v
+ D = m— - NG
‘g_ [ ] | >
X .. A
lE [ ] vv L 2
+ o ) BEYYY el
n 24 o — aa 0’00
(o] b 4
(a] Uy _m " .
(@) [ ]| A
o o v *s
> od .
c L) L] L] L] L]
AIH naiv AIH behandelt Gesund PBC PSC

AIH naiv = unbehandelte AlH-Patienten; AIH behandelt = immunsuppressiv-therapierte AIH-
Patienten, p = p-Wert der statistischen Signifikanztestung; horizontaler Balken = Median



Grafik 4.4 Treg-Frequenz anhand von Foxp3
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Grafik 4.6 Anteil der Foxp3+ an CD4+CD25+ T-Zellen
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5. Analyse von Zytokinen und T-Zellen nach TLR-Stimulation

T-Zell-Reaktionen koénnen durch modulierende Einflisse uber Toll-like
Rezeptoren (TLR) und ihre Liganden (TLR-L) geformt werden. Es sollte
Uberprift werden, ob PBMCs von AlH-Patienten suszeptibler gegentber
bestimmten TLR-Liganden sind und ob sich diese Suszeptibilitat auf
proinflammatorische Differenzierungswege von T-Zellen auswirkt.

Fur die Stimulation von PBMCs wurden insgesamt acht TLR-Liganden und ein
NOD2-Ligand verwendet (siehe Ill.Material und Methoden, 2.4.1 Stimulation,
Kultivierung und Restimulation von TLR-stimulierten Zellen). Die Grafik 5.1
zeigt den Ablauf dieses Versuches und die zwei Methoden zur Erhebung der
Ergebnisse: zum einen die ELISA-Untersuchungen der Zytokine IL-103, IL-6, IL-
21 und IL-23 aus den Kulturiberstanden. Zum anderen wurde die
Differenzierung der PBMCs mittels Durchflusszytometrie anhand intrazellularer
Zytokinfarbungen untersucht. Sollten die genannten Zytokine vermehrt durch
die TLR-Stimulation sezerniert worden sein, ware eine Differenzierung zu
Th1l7-Zellen hin zu erwarten, da eine Beteiligung der genannten Zytokine an
der Induktion oder Stabilisierung von Th17-Zellen durch verschiedene Arbeiten
beschrieben worden ist.

Grafik 5.1 Versuchsaufbau von TLR-Stimulationen

TLR-L |

\ IL-1B IL-6 Differenzierung
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ELISA ICS

PBMC = Peripheral Blood Mononuclear Cells (periphere mononukleére Blutzellen); TLR-L =
Stimulation mit Toll-like Rezeptor-Liganden; ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay;
ICS = Intracellular Cytokine Staining (Intrazellulare Zytokinfarbung)
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Die Grafiken 5.2 bis 5.7 zeigen die Ergebnisse der ELISA-Untersuchungen. Die
Grafiken 5.2 und 5.3 beschreiben die sezernierte Menge von IL-113 nach der
Stimulation von PBMCs mit dem TLR4-Liganden LPS und dem NOD2-
Liganden MDP. Diese Liganden konnten bei AlIH-Patienten im Vergleich zu
Gesunden die grof3te Menge an IL-13 freisetzen, allerdings ohne signifikante
Unterschiede im Vergleich zu den Kontrollgruppen zu erreichen. Fur IL-103
ergab sich nach der Stimulation mit LPS im Median ein Wert von circa
7500pg/ml fur AIH-Patienten im Vergleich zu circa 5000pg/ml bei gesunden
Probanden (siehe Grafik 5.2). Weiterhin konnte fur IL-13 nach der Stimulation
mit MDP bei AlH-Patienten im Median ein Wert von circa 6000pg/ml im
Vergleich zu circa 2200pg/ml bei Gesunden registriert werden (siehe Grafik
5.3).

Bei keiner TLR-Ligandenstimulation lie3en sich signifikante Unterschiede oder
zumindest Tendenzen fur das Zytokin IL-6 feststellen. In der Grafik 5.4 ist
beispielhaft die Menge von IL-6 im Kulturiiberstand nach der Aktivierung von
PBMCs mit dem TLR3-Liganden Poly(l:C) abgetragen. Dabei lag der Median
fur AlH-Patienten bei circa 21.000pg/ml und fur gesunde Probanden bei circa
18.000pg/ml.

Bezuglich der sezernierten Menge von IL-21 ergaben sich keine fur die AlH
relevanten Unterschiede (siehe Grafik 5.5 und Grafik 5.6). Es konnten aber
signifikante Unterschiede zwischen Gesunden und PSC-Patienten festgestellt
werden: nach der Stimulation mit dem TLRS3-Liganden Poly(l:C) produzierten
PBMCs von PSC-Patienten signifikant weniger IL-21 (p=0,0286; siehe Grafik
5.5) und nach der Stimulation mit dem TLR2-Liganden LTA signifikant mehr IL-
21 (p=0,0286; siehe Grafik 5.6). Der Median der sezernierten Menge von IL-21
lag bei der Stimulation mit Poly(1:C) fur PSC-Patienten bei circa 150pg/ml und
fur Gesunde bei circa 1500pg/ml (siehe Grafik 5.5) und bei der Stimulation mit
LTA far PSC-Patienten bei circa 1700pg/ml im Vergleich zu gesunden
Probanden bei circa 500pg/ml (siehe Grafik 5.6)

Fur die sezernierte Menge von IL-23 ergaben sich fur keinen TLR-Liganden
und fir keine Patientengruppe signifikante Unterschiede oder Tendenzen.
Beispielhaft zeigt die Grafik 5.7 die Stimulation mit dem TLR9-Liganden ODN
2395. Im Median ergaben sich Werte von circa 75pg/ml bei AlH-Patienten im

Vergleich zu circa 100pg/ml bei Gesunden.
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Die Grafiken 5.8 und 5.9 zeigen die Resultate der Differenzierungsanalysen
mittels FACS. Um die Differenzierungswege charakterisieren zu konnen,
wurden die Oberflachenmarker CD4 und CD8 und die intrazellularen Zytokine
TNF-a, IFN-y und IL-17 angefarbt. Es wurden im arithmetischen Mittel aller
Probanden dieses Versuches 42.395 Leukozyten ausgelesen. Bei der AlH
zeichnete sich ein Trend ab, dass die Lymphozyten nach der Stimulation mit
dem TLR3-Liganden Poly(l:C) vermehrt zu IFN-y- und TNF-a-doppelpositiven
CD8+ Zellen differenzieren, allerdings ohne signifikanten Unterschied zu
Gesunden (siehe Grafik 5.8). Der prozentuale Anteil der IFN-y+TNF-a+ Zellen
an den CD8+ T-Zellen lag im Median bei AIH-Erkrankten bei circa 14% und bei
gesunden Probanden bei circa 4%. Signifikante Unterschiede ergaben sich flr
die Stimulation mit dem TLR5-Liganden Flagellin, die zu einer verstarkten
Differenzierung von IL-17+CD8+ T-Zellen fuhrte (p=0,0238; siehe Grafik 5.9).
Der prozentuale Anteil der IL-17+ Zellen an den CD8+ T-Zellen betrug im
Median bei AlH-Patienten 1,85% im Vergleich zu Gesunden mit 0,4%.
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Grafik 5.2

IL-1R ELISA nach Stimulation mit LPS
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Grafik 5.4 IL-6 ELISA nach Stimulation mit Poly(l:C)
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Grafik 5.5 IL-21 ELISA nach Stimulation mit Poly(l:C)
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Grafik 5.6 IL-21 ELISA nach Stimulation mit LTA
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Grafik 5.8 Differenzierung nach Stimulation mit Poly(l:C)
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Grafik 5.9 Differenzierung nach Stimulation mit Flagellin
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V. Diskussion

1. Genetischer Hintergrund und Effektorzellen im Mausmodell

Die Ergebnisse aus den Transferversuchen von SLA/LP-sensibilisierten
Abwehrzellen zur Induktion einer murinen Hepatitis zeigen, dass der
genetische Hintergrund der Mause eine Bedeutung fir den Mechanismus der
primaren Stimulation hat. Wenn die Immunzellen auf dem IL-10 -/- Hintergrund
mit SLA/LP aktiviert wurden, konnten starke entztindungszellige Infiltrate in den
Lebern nach dem Transfer registriert werden.

Folgende Aspekte dieses Versuches mussen diskutiert werden: Zum einen
zeigte sich, dass im Transferversuch 2 die histologischen Ergebnisse nicht
durch die Transaminasenmessungen bestatigt wurden. Dies kann dadurch
erklart werden, dass im Transferversuch 2 die Mause 9 Tage nach dem
Zelltransfer hepatektomiert und gleichzeitig die Transaminasenmessungen
durchgefuhrt wurden und somit eventuell der Zeitpunkt der maximalen
Transaminasenspiegel im peripheren Blut verpasst wurde. Bei Buxbaum et al.
(2008) lag das Maximum des Serum-Transaminasenanstiegs einer in der Maus
induzierten Hepatitis bei Tag 3 mit einer Normalisierung an Tag 14. Bei Derkow
et al. (2007) war der Maximalwert des GPT-Verlaufs an Tag 7 mit einer
Ruckkehr zu den Ausgangswerten zwischen den Tagen 12 bis 15 zu
verzeichnen. Zum anderen muss angefuhrt werden, dass ein Kritikpunkt des in
dieser Arbeit verwendeten Mausmodells und auch diverser etablierter
Tiermodelle darin besteht, dass durch Transferversuche eine transiente
Hepatitis induziert und damit nicht der chronische Charakter der Autoimmunen
Hepatitis des Menschen simuliert wird.

Die Resultate der vorliegenden Transferversuche zeigen, dass weitere
Experimente erforderlich sind: die in die Leber eingewanderten Effektorzellen
mussen genauer charakterisiert werden. Durch welche Oberflachenmolekiile
und intrazellulare Zytokine lassen sie sich beschreiben? Handelt es sich um ein
homogenes Zellinfiltrat oder kénnen diverse Zellarten mit unterschiedlichen
Aufgaben registriert werden? Beispielsweise konnten Kido et al. (2008) in ihren
Transferversuchen eines Mausmodells der AIH die unterschiedliche Bedeutung
von transferierten CD4+ und CD8+ Zellen erfassen. Den CD4+ T-Zellen wurde
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eine induzierende Rolle bei der Hepatits und eine Beteiligung bei der
Rekrutierung von CD8+ in die Leber zugesprochen, wohingegen die CD8+ T-
Zellen fur den Progress der Entzindung zum fatalen Leberzelluntergang
verantwortlich waren. Es muss differenziert werden zwischen fir die Atiologie
der AIH relevanten Immunzellen und der Abwehrzellen, die unspezifisch im
Rahmen einer allgemeinen Entzindungsreaktion aktiviert wurden. Hinsichtlich
der Effektorzellen stellt sich die Frage, ob Th17-Zellen in den zellularen
Infiltraten der Leber reprasentiert sind. Sind sie spezifisch an einer
Immunreaktion gegenuber dem SLA/LP-Molekul beteiligt, wie die laborinternen
Vorarbeiten vermuten lassen? Weiterhin muss aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse ein Graduierungsmal® dieser induzierten Hepatitis anhand
histologischer Merkmale erstellt werden, um das Ausmal} der entzundlichen
Infiltrate besser quantifizieren zu konnen. Kleinere und quantitativ weniger
entzundliche Lasionen wurden namlich auch beobachtet, wenn die
Abwehrzellen aus SLA/LP-sensibilisierten IL-10 -/- Mausen in Wildtyp-Mause
transferiert wurden.

Die Bedeutung des genetischen Hintergrundes der IL-10 -/- Mause muss
nahergehend untersucht werden. Wahrscheinlich ist der Knockout von
Interleukin-10 am Aktivierungsprozel} der Effektorzellen beteiligt. Beeinflul3t die
unterbrochene Signalkaskade von IL-10 initiale Prozesse wie die Antigen-
prasentation oder wirkt es nachgeschaltet immunsuppressiv? Spielt IL-10 auch

im humanen Organismus eine Rolle bei der Immunantwort gegenuber SLA/LP?

2. SLA/LP-spezifische T-Zellen

Durch mehrere antigenspezifische Restimulationen konnten aus dem
peripheren Blut von AlH-Patienten sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen
isoliert und expandiert werden, die eine IFN-y-Expression als Reaktion auf
verschiedene Protein- und Peptidformen des SLA/LP-Molekulls aufwiesen.
Diese Zytokinproduktion konnte nur beobachtet werden, wenn die Patienten
auch laborchemisch verifiziert AutoantikOrper gegen SLA/LP besal3en.
Gesunde Probanden oder PBC-Patienten waren meistens anerg gegenuber
dem SLA/LP-Molekul im Rahmen der untersuchten Zellarten und Zytokine.
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Somit kann auch fur SLA/LP-spezifische T-Zellen bestatigt werden, was fur
Lymphozyten allgemein bereits bekannt war: sie zirkulieren durch die Blutbahn,
um auf ihr spezifisches Antigen zu treffen. Hinzu kommt, dass diese
Ergebnisse im Einklang mit den Versuchen stehen, die zur LKM-1-positiven
Autoimmunen Hepatitis durchgefuhrt wurden. Lohr et al. (1996) haben gezeigt,
dass sowohl T-Zell-Klone, die aus Leberbiopsien generiert wurden, als auch
PBMCs aus der Peripherie von Patienten mit einer LKM-1-positiven AlH dann
eine verstarkte Proliferation aufweisen, wenn ihnen durch Antigen-
prasentierende Zellen und MHC Il restringiert das LKM-1-Molekul dargeboten
wird. Dieser Effekt war spezifisch und konnte weder bei Gesunden noch bei
Patienten mit anderen chronischen Lebererkrankungen beobachtet werden. Ob
diese T-Zell-Antworten auch die Leberschadigung bei der Autoimmunen
Hepatitis vermitteln, bleibt ungeklart.

Inwiefern die in dieser Arbeit beschriebene |IFN-y-Expression der SLA/LP-
spezifischen T-Zellen eine pathogenetische Relevanz hat, bedarf weiterer
Forschungsarbeit. Es ist moglich, dass die Produktion von IFN-y durch die
Zellkulturbedingungen begulnstigt wurde und nicht spezifisch fur die
pathogenetischen Prozesse der Autoimmunen Hepatitis ist. Im Allgemeinen ist
Uber IFN-y bekannt, dass es vorrangig von CD4+Th1 Zellen und CD8+ Zellen
exprimiert wird und der zellvermittelten Immunabwehr dient. Beispielsweise
induziert Interferon-y eine verstarkte Expression von MHC-Molekulen, die eine
vermehrte Antigenprasentation ermaoglicht, oder es fuhrt zu einer Aktivierung
von Makrophagen. Es bleibt somit zu klaren, ob IFN-y fur die AlIH eine
grundlegende, proinflammatorische Effektorfunktion einnimmt. Andererseits
wird dem Zytokin IFN-y bei autoimmunen Erkrankungen wie der Multiplen
Sklerose und ihren Tiermodellen eine protektive Rolle zugesprochen, z.B.
durch die Inhibition von Th17-Zellen (Chu et al. 2000).

Da sich, wie in dieser Arbeit gezeigt, T-Zell-Reaktionen gegenuber dem
SLA/LP-Molekul nachweisen lassen, schliel3en sich weitere Fragen nach dem
Ursprung dieser Immunantwort an: wie kommt es zu einer humoralen und
durch diese Arbeit beschriebenen zellularen Immunreaktion gegen ein primar
intrazellular lokalisiertes Antigen? Wird SLA/LP Uber MHC-Molekule den T-
Zellen aktiv prasentiert oder durch Zelluntergang dem Immunsystem
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zuganglich gemacht? Und durch welche Antigen-prasentierenden Zellen wird
das SLA/LP-Molekul prasentiert?

3. Regulatorische T-Zellen

Die vorliegenden Untersuchungen zu der Frequenz peripherer Tgs konnten
keine Unterschiede fur AlH-Patienten im Vergleich zu Gesunden oder anderen
autoimmunen Lebererkrankungen hervorbringen. Dies gilt sowohl fiur die
Farbungen der extrazellularen Marker CD39 und CD127, aber auch des
intrazellularen Transkriptionsfaktors Foxp3. Damit stehen die Ergebnisse dieser
Arbeit in direktem Gegensatz zu denen von Longhi et al. (2004, 2005 und
2008), die eine verminderte Frequenz von TS bei AlH-Patienten registriert
hatten. Im Jahr 2004 zeigten Longhi et al., dass AIH Patienten signifikant
weniger TS im peripheren Blut aufweisen als eine gesunde Kontrollgruppe,
wobei nur die Oberflachenmarker CD4 und CD25 verwendet wurden. Dies
wurde durch eine weitere Verotffentlichung der Arbeitsgruppe im Jahr 2005
bestéatigt. Im Jahr 2008 belegten Longhi et al. eine verminderte Foxp3-
Expression in CD4+CD25+ T-Zellen von AIH-Patienten im Vergleich zu
Gesunden, allerdings nicht durch FACS-Analysen wie in dieser Arbeit, sondern
duch Methoden wie die Polymerase Kettenreaktion (PCR) und Immunoblots.

Es gibt mehrere mogliche Erklarungen fur die Diskrepanz zwischen den
Ergebnissen von Longhi et al. und denen dieser Arbeit. Zum einen definierte die
Arbeitsgruppe von Longhi et al. die regulatorischen T-Zellen als CD4+CD25+
Zellen. Andere Arbeiten haben aber gezeigt, dass nur die 1-2% der CD25+
Zellen der CD4+T-Zellen, die das CD25-Molekil am starksten exprimieren
(CD25 high), auch relativ gut die T.egs reprasentieren (Earle et al. 2005). In der
vorliegenden Arbeit wurden die regulatorischen T-Zellen nicht allein durch den
CD4+CD25+-Status definiert, sondern es wurden immer zusatzliche Marker fur
Tregs verwendet, wie z.B. die Oberflachenantigene CD127 oder CD39 oder das
intrazellulare Foxp3. Dadurch sollte eine Kontamination der Teg-Population mit
aktivierten, nicht-regulatorischen T-Zellen vermieden werden. Weiterhin lag bei
Longhi et al. in den oben genannten drei Veroffentlichungen das mediane Alter
der AlH-Patienten zwischen 11 und 15 Jahren und das der Kontrollgruppen
zwischen 27 und 30 Jahren. In dieser Arbeit waren die AlH-Patienten aller
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Versuche im Median 54 Jahre alt (Spannweite: 18 bis 78 Jahre) und die
Kontrollgruppe gesunder Probanden im Median 29 Jahre alt. Da juvenile AlH-
Patienten, die oft den LKM-1-positiven Typ 2 der Autoimmunen Hepatitis
aufweisen, teilweise andere klinische Verlaufe zeigen als adulte, missen auch
die immunologischen Komponenten der Erkrankung zu verschiedenen
Alterszeitpunkten differenziert betrachtet werden (Mieli-Vergani und Vergani
2009). Das junge Alter der untersuchten AIH-Patienten von Longhi et al.
spiegelt sich dementsprechend auch in dem relativ hohen Anteil von LKM-1-
positiven AlH-Patienten wieder. In den Veroffentlichungen von Longhi et al. der
Jahre 2004 und 2005 betragt der Anteil der LKM-1-positiven Patienten an allen
untersuchten AlH-Erkrankten 26,8% (11/41) und 17,9% (5/28). Fur diesen Typ
2 der Autoimmunen Hepatitis sind andere klinische Verlaufe beschrieben als fir
den Typ 1 der AIH (Gregorio et al. 1997). Allgemein ist 1-3% der AlH-Patienten
positiv fur LKM-1-Antikorper (Luth und Lohse 2006). Der Anteil der LKM-1-
positiven AlIH-Patienten an dem gesamten AlH-Kollektiv aller Versuche dieser
Arbeit betrug 4,4% (2/45).

Es muss weiterhin betont werden, dass Untersuchungen von Immunzellen von
Patienten immer eine Korrelation mit den aktuellen klinischen Parametern
erforderlich machen. Befanden sich die Patienten zum Zeitpunkt der
Blutentnahme und damit der Isolation der T.gs in einem entzundlichen Schub
der Erkrankung? Waren die AlH-Patienten therapienaiv oder wurden sie
immunsuppressiv behandelt? Dies sind alles Faktoren, die Einflul3 auf diverse
T-Zell-Populationen haben koénnen. In den vorliegenden Untersuchungen
exprimierten die CD4+ T-Zellen von therapienaiven AlH-Patienten vermehrt
CD25 auf der Zelloberflache, wahrscheinlich weil die Mehrzahl der Patienten
sich im entzindlichen Schub der AIH im Rahmen der Erstdiagnose befanden
und die T-Zellen aktiviert waren (siehe Grafik 4.5). Therapierte AlH-Patienten
zeigten eine verminderte Expression von CD25 auf CD4+ T-Zellen, was als
eine reduzierte Aktivierung der Effektorzellen aus dem peripheren Blut und
somit als Therapieerfolg gewertet wurde (siehe Grafik 4.5). Wahrend der
immunsupressiven Therapie exprimierten CD4+CD25+ Zellen vermehrt Foxp3
(siehe Grafik 4.6), was wahrscheinlich Ausdruck einer bereits von Zhang et al.
(2005) beschriebenen in-vivo-Expansion von regulatorischen T-Zellen wéhrend
lymphopenischer Phasen ist. Diese Beobachtungen fordern eine Korrelation
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zwischen klinischen und experimentellen Daten, insbesondere bei chronisch-
progressiven Erkrankungen, bei denen die immunologische Situation auf lokaler
und systemischer Ebene nicht als konstant anzusehen ist.

Diverse Arbeitsgruppen haben fir gesunde Probanden beschrieben, dass der
Anteil der CD25+CD127low Zellen an der CD4+T-Zell-Population bei circa 6%
liegt (Seddiki et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde zusatzlich zu diesen
Zellmarkern der Transkriptionsfaktor Foxp3 angefarbt und anhand dieser drei
Zellmarker waren circa 2% der CD4+Zellen als regulatorische T-Zellen bei
Gesunden anzusehen. In dieser Arbeit wurde weiterhin die Aussagekraft von
CD39 als Oberflachenmarker von T.gs fir die jeweiligen Patientengruppen
untersucht. Die Kombinationen aus CD25, Foxp3 und CD127 oder aus CD25,
Foxp3 und CD39 lieferten fr verschiedene Kollektive vergleichbare Ergebnisse
hinsichtlich der T.g-Frequenz. Allein die Patientengruppe der PSC-Erkankten
wies im Vergleich zu Gesunden einen signifikant geringeren Anteil von
CD25+Foxp3+CD127low Zellen an den CD4+ Zellen auf. Dies wurde durch
den Anteil der CD4+CD25+Foxp3+ Zellen an der Gesamtlymphozytenzahl
bestatigt. Somit fand sich in dieser Arbeit als Nebenbefund eine verminderte
Frequenz peripherer Tegs bei Erkrankten der PSC.

Wenn man wie in dieser Arbeit die Beteiligung von T.egs an organspezifischen
Autoimmunerkrankungen untersucht, muss man sich vergegenwartigen, dass
die aus dem peripheren Blut aquirierten TS nicht unbedingt die Situation des
lokalen Entziindungsgeschehens reprasentieren (van Amelsfort et al. 2004).
Hinzukommend Uben Tgs ihre regulatorische Funktion unter anderem durch
direkte Zellkontakte aus, sodass Analysen von leberstandigen regulatorischen
T—Zellen in der Zukunft notwendig sind. Weiterhin muss Uberprift werden, ob
die suppressive Funktionalitdt der regulatorischen T-Zellen bei der AIH
eingeschrankt ist. Longhi et al. (2005) konnten zeigen, dass T.gS von AlH-
Patienten wahrend der aktiven Krankheitsphase nicht in der Lage sind, eine
CD8+ T-Zellantwort bezuglich Proliferation und Zytokinproduktion zu limitieren.

4. Zytokine und T-Zellen nach TLR-Stimulation

Die Versuche zu den TLR-Liganden sind als eine Art Ubersicht zu verstehen,
um Tendenzen ausfindig zu machen, fir welche Liganden die AIH-Patienten



suszeptibler sind als Gesunde oder Vergleichsgruppen. Es wurde uberpruft, ob
sich diese mogliche Suszeptibilitat dadurch ausdruckt, dass vermehrt
proinflammatorische, Th17-beglunstigende Zytokine ausgeschuttet werden und
dadurch eine Zelldifferenzierung zu IL-17 exprimierenden Effektorzellen
begunstigt wird.

Die PBMCs von AlH-Patienten sezernierten vermehrt das Zytokin IL-1 nach
der Stimulation mit dem TLR4-Liganden LPS und dem NODZ2-Liganden MDP,
allerdings ohne ein Signifikanzniveau im Vergleich zu Gesunden zu erreichen.
Uber IL-1B ist bekannt, dass es im humanen Organismus ein essentielles
Zytokin fur die Induktion der Th17-Zellen darstellt (Acosta-Rodriguez et al.
2007, Wilson et al. 2007). Allerdings fuhrten die Liganden LPS und MDP nicht
zu einer durch die Sekretion von IL-1B vermittelten Differenzierung zu Th17-
Zellen. Nur nach der Stimulation mit dem TLR5-Liganden Flagellin konnten
signifikant mehr [L-17+CD8+ T-Zellen in den FACS-Analysen detektiert
werden. Zusammenfassend aus den vorliegenden Ergebnissen erscheinen der
TLR4-Ligand LPS, der TLRS5-Ligand Flagellin und der NOD2-Ligand MDP am
vielversprechendsten, um ihre Bedeutung an einer proinflammatorischen Th17-
Antwort im Rahmen der AIH weiter zu untersuchen. Einige Publikationen
stehen im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Eine Arbeitsgruppe
konnte herausarbeiten, dass eine maximale Expression von IL-17 durch
humane CD4+ memory-Zellen erreicht werden kann, wenn die CD4+ Zellen
durch solche Monozyten stimuliert wurden, die zuvor TLR-Liganden gebunden
hatten (Evans et al. 2007). Dieser Einfluld der Monozyten auf die Th17-
Differenzierung war vorrangig zellkontaktabhangig. Die verwendeten Liganden
von TLR2, von TLR4 und von TLRS waren vergleichbar hinsichtlich ihres
Potentials der Th17-Induktion. Andere Arbeiten belegen, dass die Ligation der
TLR4-, TLR9- und NOD2-Rezeptoren eine Th17-Antwort begunstigt (Higgins et
al. 2006, Meyers et al. 2006, van Beelen et al. 2007).

Die in den Versuchen dieser Arbeit analysierten Effektorzellen, die TLR-
Liganden-abhangig vermehrt bei AlH-Patienten induziert wurden, sind IL-
17+CD8+ T-Zellen sowie IFN-y- und TNF-a-doppelpositive CD8+ T-Zellen.
Diese Ergebnisse konnten Ausdruck einer Suszeptibilitat der Erkrankten fur
diese Liganden sein. Der Fokus vieler Arbeiten Uber eine Beteiligung von Th17-
Zellen an Autoimmunerkrankungen richtete sich initial auf IL-17+CD4+ T-
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Zellen. Erst durch neuere Arbeiten wurden IL-17+CD8+ T-Zellen und ihre
Einordnung in inflammatorische Prozesse naher definiert. In einem humanen
Modell konnten beispielsweise TLR-stimulierte Dendritische Zellen antigen-
spezifisch eine IL-17-Sekretion von CD8+ Zellen induzieren (Roses et al.
2008). Eine Beteiligung dieser IL-17+CD8+ T-Zellen an den
Entztindungsvorgangen der AIH muss uberpruft werden.

Es mussen folgende Punkte fur weiterfihrende Arbeiten bedacht werden: unter
der verwendeten Zellpopulation der PBMCs sind verschiedende Zellen
summiert und somit lasst sich die zellulare Quelle der aus den
Kulturiberstanden  nachgewiesenen  Zytokine  nicht  zurtickverfolgen.
Dendritische Zellen und Monozyten stellen potentielle Quellen von Zytokinen
dar, um Differenzierungswege der Effektorzellen zu regulieren. Auf3erdem
konnte nicht unterschieden werden, ob die vier analysierten Zytokine fir die
Differenzierungsvorgédnge notwendig waren oder ob andere Signalmolekile
oder gar Zellkontakte den Ausschlag gaben. Weiterhin spiegelt dieser
systemische Versuchansatz nicht das immunologische Milieu vor Ort in der
Leber wieder, wo andere Zytokine, andere Effektorzellen und andere
Zellverbande vorherrschend sein kbnnen.

Allgemein wurden in dieser Arbeit einzelne immunologische Aspekte sowohl
auf der proinflammatorischen als auch auf der regulierenden Seite einer
gestorten Balance bei der AIH untersucht. Es muss aber auch eine
Untersuchung von moglichen Schnittstellen erfolgen. Als Beispiel hierfir sollen
Monozyten bzw. gewebsstandige Makrophagen genannt werden. Diese kénnen
durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine, z.B. bedingt durch eine
verstarkte Suszeptibilitit gegeniber der Aktivierung von TLR, an
Autoimmunprozessen beteiligt sein und Effektorantworten formen (Burger
2000, Mao et al. 2005). Die Interaktion der Monozyten/Makrophagen mit den
tolerogenen TrgS ist sogar bidirektional: in homeostatischen Verhaltnissen
werden humane Monozyten/Makrophagen durch TS reguliert, im Rahmen
pathologischer Prozesse mindern Monozyten die Funktionalitat von TegS, z.B.
durch die Sekretion von TNF-a (Taams et al. 2005).
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VI. Zusammenfassung

Das SLA/LP-Molekul stellt fur diese Arbeit ein Autoantigen dar, anhand dessen
fur die AIH spezifische zellulare Effektorantworten und T-Zell-Reaktionen
analysiert werden konnten.

Zunachst wurde in einem murinen Transferversuch gezeigt, dass die
Primarstimulation von Entzindungszellen mit dem SLA/LP-Protein durch den
genetischen Hintergrund der IL-10 -/- Mause begunstigt wird. Mit dem SLA/LP-
Protein aktivierte Lmyphknotenzellen aus IL-10 -/- M&usen konnten in
gesunden Mausen eine Hepatitis induzieren.

Auf der Effektorseite konnten beim Menschen entzundliche T-Zell-Reaktionen
gegenuber dem SLA/LP-Antigen naher gehend beschrieben werden. Eine
Effektorantwort liel3 sich nur nachweisen, wenn die T-Zellen von AlH-Patienten
stammten, die positiv fur SLA/LP-Autoantikorper waren. Diese T-Zell-Antworten
waren durch IFN-y-exprimierende CD4+ und CD8+ T-Zellen gekennzeichnet
und lieferten signifikante Ergebnisse im Vergleich zu den Kontrollgruppen.

Eine gestorte antiinflammatorische T-Zellreaktion - gemessen an einer
verminderten Frequenz von regulatorischen T-Zellen (Trg) im peripheren Blut
der Erkrankten - wurde nicht registriert. Die T.gs wurden dabei anhand der
relativ spezifischen Oberflachenmarker Foxp3, CD39 und CD127 definiert. Eine
mogliche Dysfunktion der regulatorischen T-Zellen wurde allerdings nicht
Uberpraift.

Der TLR4-Ligand LPS, der TLRS-Ligand Flagellin und der NOD2-Ligand MDP
konnten modulierend auf die T-Zell-Antworten von AlH-Erkrankten einwirken.
Diese Immunmodulation wurde anhand von resultierenden Zytokinmustern und
T-Zell-Differenzierungen verifiziert. Dabei war von den untersuchten Zytokinen
tendentiell IL-13 fr die AIH am relevantesten. Zum Teil bewirkten die TLR-
Liganden eine Differenzierung zu proinflammatorischen IL-17+CD8+ T-Zellen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit umfassen einige neue Aspekte uber T-Zellen und
deren Beteiligung an der Pathogenese der Autoimmunen Hepatitis.
Insbesondere die krankheitsspezifischen, proinflammatorischen Immun-
antworten gegenuber dem SLA/LP-Antigen erscheinen als vielversprechender
Ansatzpunkt fur weiterfuhrende Arbeiten.
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