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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Autoimmune Lebererkrankungen

Unter dem Begriff autoimmune Lebererkrankungen werden die Krankheitsbilder
autoimmune Hepatitis (AlH), Primar biliare Zirrhose (PBC) und Primér Sklerosierende
Cholangitis (PSC) zusammengefasst. Die Erkrankungen unterscheiden sich in
Auspragung und Verlauf, haben jedoch gemeinsam, dass das eigene Immunsystem die
Leber angreift. Die Therapie dieser Erkrankungen ist unspezifisch und haufig
unzureichend wirksam. Fast 20% aller Lebertransplantationen in Europa werden aufgrund

autoimmuner Lebererkrankungen durchgefihrt.

1.1.1 Autoimmune Hepatitis (AlH)

Die Autoimmune Hepatitis ist eine seltene Erkrankung. Die Pravalenz der Erkrankung liegt
in Nordeuropa bei 170 Fallen pro 1 Million [1]. Frauen erkranken haufiger als Manner,
wobei die Erkrankungsrate Manner: Frauen bei 4:1 Fallen liegt. Die AlH ist assoziiert mit
den Leukozytenantigenen HLA Al B8 DR2 und HLA DRA4. Die betroffenen Patienten
weisen erhohte y-Globuline (>30 g/l), hohe Serumtransaminasen und zirkulierende
Antikbrper gegen Gewebsantigene auf [2]. Das vorkommen unterschiedlicher
Autoantikérper ist eines der charakteristischsten Merkmale der AIH. So fihrte das
Autoantikérpervorkommen zur Klassifizierung der AIH in drei verschiedene Subtypen
(AIH1-3) [3]. Entsprechend der Nomenklatur ist somit die AIH Typ 1 charakterisiert durch
anti- nukleare und/oder anti-smooth muscle Autoantikdrper [4] . Die AIH Typ 2 ist durch
Antikorper spezifisch fur Leber und Nieren Mikrosomen (LKM) charaktersiert [5] und die
AlIH Typ 3 durch Autoantikbrper gegen ein l6sliches Leberantigen im Cytosol (SLA) [6]
bzw Antikérper gegen das Leber-Pankreas Antigen (anti-LP) [7]. Patienten mit einer
schweren AIH konnen effektiv durch eine ad&quate immunsuppressive Therapie
behandelt werden. Ohne Behandlung ist die Prognose schlecht [2, 8]. Demnach weisen
unbehandelte Patienten, mit biochemischen oder histologischen Indikatoren fir eine
schwere AlIH, wie z.B. hohe ALT Werte, Hypergammaglobulinamie und multiluobulére
Nekrose, eine 50%ige Mortalitat innerhalb von 5 Jahren und eine 90%ige Mortalitét

innerhalb von 10 Jahren auf [9].
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1.1.2 Primar Biliare Zirrhose (PBC)

Die Primér Biliare Zirrhose wird aufgrund ihres homogenen Phanotyps bei Patienten als
typische autoimmune Erkrankung eingestuft. Die haufigsten Symptome sind Erschépfung
und Juckreiz [10]. Die PBC ist eine chronisch verlaufende Erkrankung, die sich durch die
Zerstorung der Kkleinen intrahepatischen Gallengange auszeichnet. Progressive
Zerstorung der Gallengange fiihrt zu Fibrose, Cholestase, bis hin zur Leberzirrhose [11,
12]. Sie ist charakterisiert durch den spezifischen Toleranzverlust gegen ein ubiquitar
exprimiertes, mitochondrielles Antigen, die E2 Komponente des Pyruvat Dehydrogenase
Komplexes (PDC-E2) [13, 14]. Rekombinante Autoantigene des PDC-E2 werden zur
Antikdrper-Diagnostik eingesetzt. Die Anti-mitochondrialen Antikérper (AMAS) sind ein
Kriterium zur Krankheitsdiagnose oder zeigen ein erhebliches Risiko an, innerhalb der
kommenden 10-15 Jahre an PBC zu erkranken [15]. Die Anwesenheit von
Autoantikérpern ist zudem begleitet von einem Anstieg an hepatischen, antigen-
spezifischen CD4+ T Zellen und einem Anstieg an antigen-spezifischen CD8+ T Zellen.
Die autoreaktiven CD8+ T Zellen zerstbren spezifisch PDC-E2 exprimierende Zellen und
produzieren mehr IFNy, als die antiinflammatorischen Zytokine IL4 und IL10 [16]. Frauen
sind etwa 10-mal haufiger betroffen als Méanner, der Verlauf der Erkrankung ist jedoch
identisch [12]. Etwa 0,1% der Frauen, &lter als 40 Jahre, erkranken an PBC [17].
Verwandtschaft ersten Grades, Rauchen oder die Verwendung von
Hormonersatztherapien kénnen das PBC Erkrankungsrisiko steigern [17, 18]. Etwa 33%
der Patienten entwickeln im Verlauf weitere autoimmune Erkrankungen, wie z.B.
Sklerodermie oder Sjogren Syndrom, ebenso wie Cholestase oder Puritus im Verlauf
einer Schwangerschaft [17, 19, 20].
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Abb.1) Erkrankungsmodell der PBC. Das mitochondrial e PDC-E2 Antigen wird Immunzellen
prasentiert. Die entstehenden Immunkomplexe fiihren zur Expansion autoreaktiver
Immunzellen, welche die bilidaren Epithelzellen angr eifen und dadurch chronische
Entzindung, Cholestase und Fibrose verursachen. Gen  etische Komponenten und
Umweltfaktoren kdnnen das Risiko fir die Erkrankung erhéhen (Hirschfield et al,

Gastroenterology 2010 [21])

1.1.3 Primar Sklerosierende Cholangitis (PSC)

Die Primar Sklerosierende Cholangitis ist eine chronisch verlaufende cholestatische
Lebererkrankung, welche charakterisiert ist durch konzentrische und obliterative Fibrose
der intra- und/oder extrahepatischen Gallengédnge und eine lymphozytare Entziindung des
Portalen Traktes. Dies fuhrt zu Cholestase und Zirrhose [22]. So zeigt sich histologisch
eine konzentrische periduktuale Fibrose (Onion skin), was zur Stenose der kleineren
Gallengénge fuhrt. Die infiltrierenden Leberlymphozyten bei PSC Patienten sind
hauptsachlich CD4+ Thl Zellen (Portales Infiltrat) und CD8+ T Zellen (lobulares Infiltrat).
Auch der Anteil an y&+ T Zellen ist in PSC Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
erhoht [21, 23]. Bei 75-90% der PSC Patienten verlauft die Erkrankung in Verbindung mit

einer entzundlichen Darmerkrankung, vorwiegend der Colitis Ulcerosa (CU), welche
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jedoch auch zeitlich unabhangig auftreten kann [22, 24]. Auch wenn die Erkrankung bei

Kindern und Erwachsenen jeden Alters auftreten kann, so liegt das mittlere
Erkrankungsalter bei etwa 42 Jahren. Manner sind zweimal h&ufiger betroffen als Frauen,
was einen entscheidenden Unterschied zur Erkrankungsrate bei AIH und PBC Patienten
darstellt [25, 26]. Der Verlauf der Erkrankung ist sehr variabel. Im Durchschnitt liegen vom
Zeitpunkt der Diagnose bis zur Lebertransplantation oder Tod 12 bis 15 Jahre. Zudem

entwickeln etwa 10-15% der PSC Patienten in Assoziation mit

Fibrose ein
Cholangiokarzinom [24].
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Abb.2) Erkrankungsmodell der PSC. Immunzellen werden im Gastrointestinalen Trakt und

Lymphknoten aktiviert und beschadigen sensibilisier
Gastroenterology 2010 [21])

te Gallengange. (Hirschfield et al,
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1.1.4 Tiermodelle

1.1.4.1 Tiermodelle der PBC

Fur die PBC wurden einige sich spontan entwickelnde PBC Modelle beschrieben. Die
NOD.c3c4 Maus zeigt histopathologisch biliare Lymphozyteninfiltrate, Granulome und ist
zu 50-60% positiv fur Autoantikérper (AMAS). Zudem zeigt sich eine fortschreitende biliare
Obstruktion [27]. Es ist mdglich, die Erkrankung durch Transfer von Splenozyten in naiven
Mausen zu induzieren, was flr einen autoimmunen Ursprung spricht [28]. Eine dominant
negative TGFB Rezeptor Il (dnTGFBRII) Maus weist ebenfalls spontan Charakteristika der
PBC auf. So kommt es zur spontanen Produktion von AMAs gegen die PDC-E2
Untereinheit und lymphozytéarer periportaler Entziindung [29]. Die IL-2Ra-/- Maus weist
histologisch portale Entzindungen und Gallengangsschadigungen vergleichbar mit
humanen PBC Patienten auf. Zudem produzieren die Mause AMAs gegen die PDC-E2
Untereinheit [30]. Die Ae2,,-/- Maus weist ebenfalls immunologisch, biochemisch und
hepatobiliar morphologische Eigenschaften der PBC auf. So kommt es zu signifikant
reduzierten CD4+/CD8+ Ratios aufgrund einer Expansion von CD8+ Zellen und einer
reduzierten Anzahl an regulatorischen T Zellen. Zudem entwickeln sich erhdhte
Serumtiter an 1gG, IgM und AMA [31].

Alle beschriebenen sich spontan entwickelnden Mausmodelle weisen Eigenschaften,
ahnlich zum Krankheitsbild bei humanen Patienten auf, wie lymphozytare Entzindung,
AMAs gegen PDC-E2 Untereinheit, verminderte CD4/CD8 Ratio in der Leber und erhéhte
IFN-y und TNFa Spiegel. Die Immunpathologie in allen Mausmodellen verlauft jedoch
gleich zwischen mannlichen und weiblichen Tieren, was der Uberwiegend weiblichen

Erkrankungsrate beim Menschen widerspricht [32].

1.1.4.2 Tiermodell einer antigenspezifischen portal  en Entziindung

Als Modell einer antigenspezifischen Entziindung wurde die K140VAp Maus beschrieben
[33]. Die K140VAp transgene Mause exprimieren unter der Kontrolle des humanen
Keratinpromoters (K14) eine MHC Klasse | restringierte Ovalbumin (OVA)- SIINFEKL
Peptidsequenz (Aminoséuren 257-264) auf ihren Epithelzellen. Neben der Expression im
Osophagus, der Haut und der Zunge kann die OVA Expression auch auf
Gallengangsepithelzellen nachgewiesen werden. Die Kreuzung von K140VAp Mausen
mit OT-1 transgenen Mausen, deren CD8+ T Zellen einen OVAp-spezifischen T
Zellrezeptor tragen, fuhrt zur Letalitat der doppeltransgenen Tiere in einem Alter von 2 bis

6 Wochen. Die Tiere weisen inflammatorische Infitrate in der Haut und dem Osophagus,

11
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sowie eine portale Entziindung auf [34]. Neben den doppeltransgenen Tieren mit letalem
Verlauf gibt es die Moglichkeit, Uber Zelltransfer eine Entziindung in K140VAp
Empféangertieren zu induzieren. So verursacht der Transfer naiver OT1-CD8+ T Zellen in

K14OVAp Tieren eine chronische Hauterkrankung [35].

1.1.4.3 Tiermodelle der PSC

Bis heute wurde noch kein Tiermodell entwickelt, welches alle Charakteristika der PSC
widerspiegelt [36, 37]. Durch induzierbare Colitis Modelle versucht man den engen
Zusammenhang zwischen inflammatorische Darmerkankung (IBD) und PSC zu
identifizieren. So kommt es z.B. bei einer mit Dextran Sulfat Sodium (DSS) induzierten
Colitis in CD-1 Mausen zu Zellinfiltraten um den Gallengang und fokaler Nekrose. Die
Cholangitis entwickelt sich in diesem Modell erst nach Ausbruch der Colitis [38]. Bereits
vor den histologischen Veradnderungen in der Leber kommt es zu einer erhéhten
CD4+/CD8+ Ratio der Leberlymphozyten. Eine Analyse der mononukledren Zellen zeigte
erhohte Mengen an IFN-y im Vergleich zu IL-4 und IL-10. Im Verlauf weist das Modell
jedoch keine Gallengangsschadigungen oder Fibrose auf [39]. Im MDR2-/- Mausmodell
kommt es zu einer gezielten Unterbrechung des MDR2 (Abcb4) Gens, welches fiur die
kanalikulare Phospholipid Flipase kodiert. Biliare Phospolipide werden dber die
kanalikulare Phospholipid Flipase Mdr2 in die Galle transportiert, um dort Micellen aus
Phospholipiden und Gallensaure zu bilden. Diese Micellen schiitzen die Cholangiozyten
vor Schadigung durch Gallensaure. Durch den Ausfall der Transportpumpen sind die
biliaren Phospholipide in der Galle der MDR2-/- Mausen nicht vorhanden und es kommt
es zu einer durch Gallensaure induzierten Schadigung. Die Tiere entwickeln spontan eine
sklerosierende Cholangitis mit makroskopischen und mikroskopischen Eigenschaften der
humanen PSC, wie extra- und intrahepatischen bilidren Stenosen, konzentrischer
periduktualer Fibrose und fokaler Obliteration der Gallengénge [40-42]. Ein toxisch
induzierbares Modell einer Gallengangsschadigung und bilidrer Fibrose stellt die
Futterung mit 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihyroxychollidine (DDC) dar. DDC Fitterung fuhrt
zu erhohter Porphyrinsekretion, Induktion von VCAM und TNF-a Expression. Dies flhrt zu
einer Pericholangitis mit signifikant erhdhter Anzahl an CD11b- positiven Zellen,
dukturalen Veranderungen und Aktivierung von Myofibroblasten, was letztendlich zur
bilidren Fibrose fihrt [43]

12
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1.1.5 Regulatorische T Zellen

Jeder physiologische Prozess muss kontrolliert und nach Beendigung seiner Aufgaben
beendet werden. Ohne Regulierung der physiologischen Prozesse, besteht die Gefahr der
pathologischen Entartung. Dies passiert im Besonderen bei immunologischen

Reaktionen, wo Kontrolle und Regulierung der Prozesse Immunantworten beenden [44].

1.1.5.1 Natdurlich vorkommende regulatorische T Zell  en

Im Jahr 1995 beschrieb Sakaguchi et al. eine neue Untereinheit von CD4+ T Zellen,
welche konstitutiv die IL-2 Rezeptor R alpha (a) Kette (CD25) exprimieren. Diese naturlich
vorkommenden CD4+CD25+ T Zellen machen etwa 5-10% aller T- Helferzellen (Th) aus
und weisen starke immunsuppressive Funktionen in vitro und in vivo auf [45]. So
induzierte die Injektion von CD4+CD25- T Zellen in immundefiziente Mause eine Colitis,
wohingegen eine gleichzeitige Injektion von CD4+CD25- T Zellen zusammen mit
CD4+CD25+ T Zellen die Darmentziindung verhindern konnten. Zudem sind murine
CD4+CD25+ T Zellen in vitro in der Lage, die Proliferation von CD4+CD25- und CD8+ T
Zellen zu unterdriicken [46]. Dass die Entstehung autoimmuner Erkrankungen direkt
durch Dysfunktion von nTreg Zellen verursacht werden kann, konnte durch die
physikalische Depletion oder funktionale Hemmung der nTreg Zellen in gesunden Mausen
gezeigt werden. Hier fuhrte der nTreg Ausfall zur spontanen Entwicklung verschiedener
autoimmuner Erkrankungen, wie Gastritis, Thyreoiditis, Orchitis, Oophoritis, Typ |
Diabetes und inflammatorischer Darmerkrankung (IBD). Die so induzierten Erkrankungen
konnten durch den Transfer von CD4+CD25+ T Zellen verhindert werden [47-49] .

Die Oberflachenmarker CD4+ und CD25+ sind fur die Charakterisierung von nTreg Zellen
nicht ausreichend. So wird CD25, aufgrund muriner Th Zellaktivierung, transient
exprimiert und die Expression ist sehr dynamisch [50]. Zudem ist die CD4+ CD25+ T
Zellpopulation  sehr heterogen und nur ein Teil dieser Zellen weist
regulatorische/suppressive  Kapazitdten auf, insbesondere die CD4+ CD25"%"
exprimierende Zellen. Mittlerweile sind weitere Oberflachenmolekiile beschrieben worden,
welche mit humanen und/oder murinen Treg Zellen assoziert werden, so z.B. das
intrazellulare zytotoxische T-Lymphozyten aktivierenden Antigen (CTLA4; CD152) [51,
52], Neuropilin-1 (Nrp-1) [53], glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor
family-related gene (GITR) [54], Chemokinerezeptoren CCR4 und CCRS8 [55], CD62L (L-
Selectin) [52], Lymphozyten Aktivierungsgen-3 (LAG-3) [56] und das Integrin agf;
(CD103) [57], sowie niedrige Expression von CD45RB [58].
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Im Jahr 2003 konnte ein weiterer einzigartiger Marker fur Treg Zellen identifiziert werden,
der zur forkhead winged helix Familie gehorende, Transkriptionsfaktor Foxp3 [59, 60]. Ein
Grol3teil der peripheren und thymischen Foxp3+ T Zellen in der Maus sind CD4+CD25+
Zellen und eine genetisch bedingte Defizienz von Foxp3 resultiert in
Autoimmunerkrankungen [59, 61]. Bei Patienten, die am IPEX- Syndrom
(immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked) erkrankt sind, einer
Autoimmunerkrankungen der endokrinen Organe, konnte eine Mutation im Foxp3 Gen
identifiziert werden [62]. Das murine genetische Aquivalent zum IPEX Syndrom ist die
Scurfy (sf) Maus. Die Mutation des Foxp3 Gens in diesen Mausen resultiert in einem
Verlust von Foxp3 Protein und nTreg Zellen, sowie einer schnellen lymphoproliferativen
Storung, welche charakterisiert ist durch exzessive Proliferation von CD4+ T Zellen und
Multiorganinfiltrationen [63]. Die Generierung der natdrlich vorkommenden Treg findet
vermutlich im Thymus statt, da die Thymektomie 3 Tage alter Mause in einem Verlust von
peripheren CD4+CD25+ T Zellen resultiert [64]. Die Visualisierung und Lokalisation der
initialen Foxp3 Expression innerhalb des Thymus wurde erheblich erleichtert durch die
Generierung von Foxp3-green fluorescent protein (GFP) Reporter Mausen [65]. Mit Hilfe
dieser Mause konnte gezeigt werden, dass die Foxp3 Expression hauptsachlich im CD4
einzelpositiven Stadium der Entwicklung induziert wird. Ein kleiner Anteil an Foxp3
positiven Zellen konnte jedoch auch im doppeltpositiven und CD8 einzelpositiven
Entwicklungsstadium von Thymozyten detektiert werden [66].

In welcher Region des Thymus die Foxp3 Expression generiert wird, ist immer noch
unklar. So sind sowohl die Medulla, wie auch der Cortex des Thymus als Entstehungsort
in der Diskussion [67-70]. Auch nach dem Verlassen des Thymus bewahren sich die
entstandenen Treg einen stabilen Phanotyp. In der Peripherie kdnnen sie durch
spezifische Antigene aktiviert werden und erlangen die phanotypischen Eigenschaften
von Effektor Memoryzellen, wie z.B. die Mdglichkeit zum entziindeten Gewebe zu
migrieren, wahrend sie ihre Foxp3 Expression und ihre suppressive Kapazitat aufrecht
erhalten [71].

1.1.5.2 Induzierte regulatorische T Zellen

Natirlich vorkommende nTreg werden durch Selektion endogener Eigenpeptide im
Thymus generiert. Sie sind hauptsachlich dafiir verantwortlich, autoreaktive T Zellen zu
kontrollieren. Regulatorische T Zellen konnen aber auch in der Peripherie aus
konventionellen CD4 T Zellen generiert werden. Diese induzierten Treg (iTreg) findet man
hauptsachlich im inflammatorischen Milieu, wo es sinnvoll ist, aktivierte T Zellen in

suppressive T Zellen zu konvertieren [72]. So ist z.B. die Leber in der Lage konventionelle
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CDA4 T Zellen zu CD4+CD25+Foxp3+ regulatorischen T Zellen zu konvertieren, wobei die
molekularen und zellularen Mechanismen dieser Konversion noch nicht gekléart sind [73].
Bei der peripheren Konversion scheint eine suboptimale Rezeptorstimulation, sowie der
Einfluss von TGFB eine Rolle zu spielen [74]. So induziert eine T Zell-Stimualtion in
Anwesenheit von TGFB in naiven CD4 Zellen die Expression von Foxp3. Die Zellen
erlangen suppressive Fahigkeiten [75]. Eine gestdrte TGFB Signalfunktion in T Zellen
fuhrt zu einer Verringerung der CD4+CD25+ Zellpopulation in der Peripherie, nicht aber
im Thymus. Die Foxp3 Expression ist in T Zellen mit gestérter TGFB Signalfunktion ist
vermindert. Eine Uberexpression von TGFB in T Zellen resultiert hingegen in einer
vermehrten Anzahl an CD4+CD25+ Zellen im Thymus und der Peripherie. Die TGF
Uberexprimierenden Zellen weisen zudem eine erhdhte Foxp3 Expression auf [76]. Der
Mechanismus der TGFf induzierten Transkription von Foxp3 beinhaltet die Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren STAT3 und NFAT an einem Foxp3 Gen Enhancer Element [77,
78].

Nicht nur Foxp3 exprimierende iTreg kdnnen aus CD4+ T Helferzellen generiert werden.
Der Einfluss von IL-6 und TGFB konvertiert murine CD4+ T Zellen in IL-17 produzierende
T Zellen (Th17 Zellen) [79, 80]. TGFB reguliert hierbei die Expression von RORyt, einem
essentiellen Transkriptionsfaktor fir die Th17 Differenzierung, hoch. IL-23, welches von
immunogenen dentritischen Zellen produziert wird, vervollstandigt die Differenzierung der

Zellen in proinflammatorische Th17 Zellen [81].
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Abb.3) Naturliche Treg (nTreg) differenzieren im Th  ymus und migrieren in das periphere
Gewebe. Adaptive Foxp3+ Treg (iTreg) differenzieren im sekundaren lymphatischen
Gewebe. Die periphere Population der Foxp3+ Treg Ze llen beinhaltet sowohl nTreg wie auch
iTreg Zellen. Es ist denkbar, dass sich nTreg und F oxp3+ iTreg Zellen in ihrem TCR
Repertoire unterscheiden, da iTreg Zellen sich aus peripheren naiven CD4+ Zellen
entwickeln (Curotto de Lafaille, Immunity 2009 [82] ).

1.1.6 In Vitro Konversion von regulatorischen Zellen

Isolierte CD4+CD25- T Zellen aus dem peripheren Blut oder lymphatischen Organen
konnen auch in vitro zu Foxp3 exprimierenden iTreg Zellen konvertiert werden. Hierftr
wird eine suboptimale T Zellrezeptorstimulation und die Anwesenheit von TGF@ und IL-2
bendtigt [77, 83]. Dieser Prozess wird gesteigert durch Retinsaure (Vitamin-A Saure) und
antagonisiert durch IL-6 und IFNy. Nach Zugabe von Retinsaure zu CD4+ T Zellen zeigt
sich eine erhdhte Anzahl der Foxp3 exprimierenden Zellen in der Anwesenheit von TGF.

Retinsaure scheint dabei der Aktivitat von IL-6 Dosis- abhéngig entgegenzuwirken [84].
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Uber die Stabilitat des regulatorischen Phanotyps der iTreg herrscht noch Unklarheit. In
vitro scheinen TGF@ induzierte iTreg nach Restimulation rasch ihre Foxp3 Expression zu
verlieren [85]. So konnte ein Verlust der Foxp3 Expression nach 4 Tagen in Abwesenheit
von TGFB beobachtet werden, ein Effekt, den man bei nTreg nicht feststellen konnte [86].
Auch der adoptive Transfer von in vitro konvertierten iTreg in Wildtypmause resultierte in
einem Verlust der Foxp3 Expression bei einem Grolteil der transferierten Zellen innerhalb
von 2 Tagen. Die Foxp3- Zellen waren hauptséachlich im Blut, der Milz, der Lunge und der
Leber lokalisiert. Allerdings konnten auch einige stabil exprimierende Foxp3+ iTreg nach
Transfer nachgewiesen werden. Diese Zellen wurden im Knochenmark und den
Lymphknoten bis zu 28 Tage nach Transfer detektiert [87].

Eine mogliche Erklarung fir die Instabilitat der in vitro generierten Treg im Vergleich zu
den in vivo generierten Zellen liegt im unterschiedlichen Grad der Demethylierung des
Foxp3 Lokus. DNA Methylierung bewirkt eine epigenetische Modifikation, welche in einer
dauerhaften Anderung der Genexpression resultiert [88]. Bei in vivo generierten iTreg und
bei nTreg ist der Foxp3 Lokus wesentlich starker demethyliert als in in vitro konvertierten
ITreg [89]. Dies spricht dafiir, dass wahrend der in vivo Generierung von Treg zusétzliche

Signale den Phénotyp stabilisieren.

1.1.7 Suppressionsmechanismen

Der genaue Mechanismus der nTreg Zell vermittelten Suppression ist nicht bekannt [90].
CD4+CD25+Foxp3+ nTreg supprimieren die Proliferation und Zytokinantwort von naiven
T Zellen, ebenso wie die von Makrophagen, DC-, NK-, NK-T-und B- Zellen, in einer
Antigen-unabhangigen Weise [90, 91]. In vivo scheint die suppressive Aktivitat
hauptsachlich Zellkontakt-abhéangig vermittelt zu werden [92]. Auch die Sekretion der
inhibitorischen Zytokine IL10 und TGFB scheint in vivo wichtig fur die Suppression zu sein
[91]. Ob die Zytokine dabei von den Treg selbst oder aber von den Responderzellen
sezerniert werden, ist noch nicht abschlieRend geklart [93]. Es wird vermutet, dass der in
vivo Effekt durch eine membrangebundene Form von TGFB auf der Zelloberflache
vermittelt wird [94] Desweiteren wird die Rolle von CTLA-4 und glucocorticoid-induced
tumor necrosis factor receptor family-related gene (GITR) bei der suppressiven Funktion
von Tregs beschrieben [95]. In vitro scheint die nTreg vermittelte Suppression unabhangig
von Zytokinen zu verlaufen. Sie ist in vitro sogar unabhangig von der Wirkweise der
immunsuppressiven Molekuile IL10 und TGFB. So kénnen Treg aus IL10 knockout Tieren

ebenso effektiv supprimieren wie Treg aus Wildtyp Mausen [96, 97]

17



Einleitung

1.1.8 Regulatorische T Zellen und Leber

Regulatorische T Zellen scheinen bei der hepatischen Immunantwort eine wichtige
Aufgabe zu Ubernehmen. So weisen chronisch erkrankte Hepatitis B Patienten eine
erhdohte Anzahl an Treg im peripheren Blut auf [98]. Zudem gibt es eine positive
Korrelation zwischen der Frequenz der Treg, der Hepatitis B DNA Viruslast im Serum und
der Schwere der Erkrankung. Dies lasst einen Treg Einfluss auf das Fortschreiten der
Erkrankung vermuten [99]. Auch bei chronischen HCV Infektionen scheinen Treg an der
Abschwachung der HCV spezifischen T Zellantwort beteiligt zu sein und tragen somit zur
viralen Persistenz bei [100, 101]. So kommen Treg in den Lebern chronisch infizierter
HCV Patienten in groRer Menge vor und machen etwa 30-50% aller intrahepatischen CD4
T Zellen aus [102].

Im peripheren Blut und der Tumormikroumgebung des Hepatozellularen Karzinoms
(HCC) wurden erhohte Mengen an Treg beschrieben [103, 104]. Die Anzahl der Treg
korreliert mit der Tumorlast. In in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass HCC
Kulturiberstande die Generierung von Treg foérderten, was im Umkehrschluss einem
Entkommen des Tumors vor der Immunsystemkontrolle entspricht [105].

Auch bei der Regulierung der Immunantwort nach Organtransplantation sind Treg von
entscheidender Bedeutung. So zeigen Patienten mit einer akuten Abstof3ungsreaktion
eine verminderte Anzahl an Treg im Lebergewebe und peripherem Blut im Vergleich zu
Patienten ohne AbstoRungsreaktion [106].

Auch in Mausmodellen, wie z.B. der ConA-induzierten Leberschadigung, konnte ein
lokaler Anstieg an Tregs in der Leber beobachtet werden. Die Depletion von CD25+
Zellen war mit einer starkeren ConA-Schadigung assoziiert, wahrend der Transfer von
CD25+ Zellen oder Tregs den ConA-induzierten Leberschaden abschwachten [107]. Das
Modell der nichtalkoholisch induzierten Fettlebererkrankung zeigte einen Verlust der
hepatischen Tregs, welcher assoziiert war mit der entstandenen Steatose. Dies resultierte

in einer verstarkten Leberentziindung [108].

1.1.9 Regulatorische T Zellen und autoimmune Lebere  rkrankungen

Deskriptive humane Studien postulieren bei autoimmunen Lebererkrankungen eine
pathogenetische Beteiligung einer verminderten Zahl und/oder Funktion regulatorischer T
Zellen.

Bei PBC Patienten konnte eine erhdhte Anzahl an nTreg in lymphozytarer Infiltraten des
Portaltrakts detektiert werden [109]. Die Ratio der Foxp3+ zu CD8+ Effektorzellen im

peripheren Blut und an histologischen Schnitten der gesamten Leber war hingegen bei
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PBC Patienten vermindert [110]. Es gibt keine Korrelation zwischen der verringerten Treg
Anzahl und dem Grad der Erkrankung, dem Vorliegen von AMAs oder dem IgM Level.
Nach einjahriger Behandlung mit Ursodeoxycholidsaure stieg der prozentuale Anteil der
Treg an [110, 111]. Bei einem Kind, welches mit einem genetischen Defekt der alpha
Untereinheit (IL-2 Ra, CD25) des IL2 Rezeptor geboren wurde, konnten klinische
Merkmale der PBC diagnostiziert werden, was ein weiterer Hinweis darauf sein konnte,
dass die Reduktion der Treg Anzahl ein wichtiger Faktor bei der PBC Erkrankung ist
[112]. Auch bei der autoimmunen Hepatitis wurden eine verminderte Anzahl und/oder
Funktion von Treg beschrieben. So zeigte sich eine verminderte Anzahl an Treg im
peripheren Blut von Patienten mit aktiver AIH im Vergleich zu Patienten in Remission
[113], [114]. Es scheint einen inversen Zusammenhang zwischen der prozentualen Treg
Anzahl und den Erkrankungsmarkern, wie LKM1 oder SLA Antikorpern, zu geben, was ein
Hinweis darauf sein konnte, dass eine verminderte Treg Anzahl die serologische
Manifestation der Erkrankung erhéht [112, 113, 115, 116].

1.1.10 Regulatorische Zellen als Therapeutikum

Da viele autoimmunbedingte Erkrankungen anscheinend direkt durch Treg Dysfunktionen
oder deren verminderter Anzahl verursacht werden, konnte der adoptive Transfer von
regulatorischen Zellen eine attraktive Alternative bieten, um die immunsuppressive
Aktivitat dieser Zellen zu nutzen. So konnten Treg Zellen aus Patienten isoliert, ex vivo
angereichert und expandiert werden, um anschlielRend wieder infundiert zu werden [117].
In Tiermodellen konnte bereits ein erfolgreicher adoptiver Treg Transfer durchgefihrt
werden. Die Entstehung von Diabetes Typ | in Nonobese diabetic (NOD) Mausen konnte
durch den adoptiven Transfer von frisch isolierten polyklonalen oder antigenspezifischen
Treg Zellen verhindert werden [118, 119].

Die Mdoglichkeit, periphere Treg aus dem Blut zu expandieren, wurde vorangetrieben
durch die Entdeckung, dass das immunsuppressive Medikament Rapamycin selektiv die
Expansion von nTreg gegeniber konventionellen T Zellen férdert [120]. Die Aktivierung
humaner T Zellen unter Zugabe von Rapamycin flhrte dabei zu einem Wachstum der
CD4+CD25+Foxp3+ Treg Population und selektiver Depletion der CD4+CD25- T
Effektorzellen. Diese Rapamycin expandierten nTreg Zellen waren in der Lage sowohl die
Proliferation syngener, wie auch allogener T Zellen zu supprimieren [121].

Neben der Expansion der nTreg ist vor allem die Methode der in vitro Expansion und
Konversion von ex vivo CD4+T Zellen zu Foxp3+ Tregs fir therapeutische Zwecke
interessant, da hier ggf. Donorzellen, welche in wesentlich groRerer Anzahl vorkommen,

direkt aus einem Patienten isoliert und nach Konvertierung und Expansion in grol3er
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Anzahl und ohne Akzeptanzprobleme in denselben Patienten retransfundiert werden
konnten [122]. Dass transferierte iTreg funktionell aktiv sind und auch Antigen-
unspezifisch Entziindungsreaktionen supprimieren koénnen, wurde z.B. im Zelltransfer-
Colitis Modell [123], in einer durch Herpes Simplex Virus induzierten Keratitis [124] und
bei multifokaler Entzindung von Scurfy Mausen beschrieben [125]. Allerdings ware die
Induktion und der Transfer von instabilen Foxp3+ T Zellen, die eventuell im Patienten
wieder zu Foxp3— T Zellen re-konvertieren und somit ihre Suppressorfunktion verlieren
koénnten, wenig hilfreich und kénnte unter Umstanden sogar zur Verschlechterung des
Krankheitsbildes fuhren [122].

1.1.11 Zielsetzung

Der Verlust der immunologischen Toleranz in der Leber im Rahmen von autoimmunen
Lebererkrankungen stellt ein therapeutisches Problem dar. Die bisherigen
Therapieformen, durch unspezifische Immunsuppression, sind mit erheblichen
Nebenwirkungen verbunden und oftmals unzureichend wirksam. Das Ziel der Arbeit war:

1) Die Etablierung und Charakterisierung von Mausmodellen antigen-spezifischer
und antigen-unabhangiger portaler Entziindung. Fir die antigen-spezifische
portale Entziindung sollten Transferversuche von CD8+ Zellen aus transgenen
OT1 Tieren in K140OVAp Empfangertiere durchgefuhrt werden. Die OT1
transgenen Tiere tragen einen spezifischen Rezeptor fir das SINFEEKL Peptid
auf ithren CD8+ T Zellen. K140VAp Tiere exprimieren unter Kontrolle des
humanen Keratinpromotors das SINFEEKL Peptid u.a. auf ihren
Gallengangsepithelzellen. Des Weiteren sollte der Entziindungsverlauf in MDR2-/-
Tiere untersucht werden. Diese Tiere entwickeln aufgrund einer gerichteten
Deletion des MDR2 (Abcb4) Gens der Phospholipid-Flipase eine spontan
sklerosierende  Cholangitis mit makroskopischen und mikroskopischen
Eigenschaften der humanen PSC, wie extra- und intrahepatische biliare Stenosen,
konzentrische periduktuale Fibrose und fokale Obliteration der Gallengange.
Hierflr sollten mannliche und weibliche Tiere unterschiedlichen Alters analysiert
werden. Histologische und serologische Untersuchungen beider Modelle waren
dabei von entscheidender Bedeutung fir die weiteren Transferversuche.

2) Im Anschluss an die Etablierung der Tiermodelle sollte der Einfluss des adoptiven
Transfers von regulatorischen T Zellen auf die Leberentziindung untersucht
werden. Durch den adoptiven Transfer von frisch isolierten polyklonalen oder
antigenspezifischen Treg Zellen konnte, wie bereits beschrieben, die Entstehung

einiger Erkrankungen verhindert werden. Ob frisch isolierte nTreg ebenfalls in der
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3)

Lage sind, in den dann etablierten entziindlichen Lebererkrankungsmodellen eine
Entstehung bzw. den Verlauf der Entzindung zu beeinflussen, sollten die
geplanten Transferversuche zeigen. Hierfr sollten einmalig oder wiederholt nTreg
in die entsprechenden Modelle transferiert und der Verlauf der Entziindung
analysiert werden.

Da nTreg im Organismus nicht in groRen Mengen vorliegen, war die Expansion
bzw. die Generierung von Treg in vitro von groRem Interesse. Aus diesem Grund
sollte eine Weiterentwicklung der in vitro Konversion von CD4+CD25- T Zellen zu

stabilen iTreg durchgefihrt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Analysegerét zur Transaminasenmessung,
Hitachi Modular-P800

Roche, Penzberg

Centrifuge 5417R

Eppendorf AG, Hamburg

CO, Inkubator

SANYO Biomedica, Minchen

Digitalkamera Moticam 2500

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Durchflusszytometer: LSR I, FACS Canto

BD Biosciences, Heidelberg

Dynalmagnet, DynaMag-15

Invitrogen, Darmstadt

Lichtmikroskop, Axiovert 40 CFL

Carl Zeiss Microimaging, Jena

MACS® MultiStand

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Mikrotom (HM 335 E)

Microm, Walldorf

Mikrowelle

Bosch, Miinchen

Neubauer Zahlkammer

Optik Labor Frischknecht, Balgach

Perfusionspumpe

Ismatec, Wertheim

Photometer MRX TC Il

DYNEX Technologies GmbH, Denkendorf

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg
Pipettierhilfe, Pipetus Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Praparationsbhesteck VWR International GmbH, Darmstadt

Reine Werkbank (BDK)

Luft und Reinraumtechnik GmbH,
Sonnenbuhl-Genkingen

Schittler, Thermomixer Comfort

Eppendorf AG, Hamburg

Soft-Imaging-Bildanalyse System

Soft Imaging System GmbH, Minster

Vortex, Reax 2000

Heidolph Instruments GmbH

Wasserbad

GFL, GroRRburgwedel

Zentrifuge, Megafuge 2.0

Heraeus Instruments GmbH, Osterode

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

5 Azathymidine

Sigma-Adrich, Steinheim

7-AAD

BD Bioscience, Heidelberg

ABTS

Roth, Karlsruhe

Accu check Softclix XL

Roche

Anti-APC MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Antifect

Schilke&Mayr GmbH, Norderstedt

Anti-FITC MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Antigen Unmasking Solution

Vector, Kronshagen

APC Rat anti-Mouse CD8

BD Pharmingen, Heidelberg

Aqua ad iniectabilia

Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleil3heim

BD Golgi Plug

BD Pharmingen, Heidelberg

Beta-Estradiol

Sigma-Aldrich, Steinheim

Biotin Rat anti-Mouse CD4

BD Pharmingen, Heidelberg

Bovines Serumalbumin

PAA Laboratories GmbH, Coélbe

Carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE)

Invitrogen, Darmstadt

CellTrace

Invitrogen, Darmstadt

DDC=1,4- Dihydro-2,46-trimethylpyridin-

Sigma-Aldrich, Steinheim
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3,5-dicarbonséurediethylester 99%

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Roth, Karlsruhe

DNAse |

Roche, Mannheim

Dynabeads® M-450 Epoxy

Invitrogen, Darmstadt

Dynabeads® Mouse CD8 (Lyt 2)

Invitrogen, Darmstadt

Dynabeads® Mouse Pan B (B220)

Invitrogen, Darmstadt

Ethanol

Walter, Kiel

Fc Block, Anti-Mouse CD16/CD32

eBioscience, Frankfurt

Fetales Kalberserum

Invitrogen, Darmstadt

FITC Rat anti-Mouse CD25

BD Pharmingen, Heidelberg

FITC Rat anti-Mouse CD8

BD Pharmingen, Heidelberg

Histoacryl Braun, Melsungen

IgG aus Mausserum Sigma-Aldrich, Steinheim
lonomycin Sigma-Aldrich, Steinheim
Isopropanol Sigma-Adrich, Steinheim

Kanulen, BD Microlance BD Biosciences, Heidelberg
Ketamin aniMedica GmbH, Senden
LS-Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

MAC1 Hybridom, rat anti-mouse CD11b

MACS®Pre-Separation Filters

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Maxisorp Microtiterplatten

Nunc, Schwerte

MS-Columns

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Nylonsieb Cell Strainer 100pm, 40pum

BD Biosciences, Heidelberg

Optiprep

Sigma-Aldrich, Steinheim

Panserin 401

PAN BIOTECH GmbH, Aidenbach

Paraformaldehyd (PFA)

Roth, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin

Invitrogen, Darmstadt

Petrischalen

Sarstedt, Nimbrecht

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

Sigma-Aldrich, Steinheim

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niumbrecht

Polap Plus AP Polymer Kit

Zytochem, Berlin

Proleukin (IL-2)

Novartis, NUrnberg

Purified NA/LE Hamster Anti-Mouse CD28

BD Pharmingen, Heidelberg

Purified NA/LE Hamster Anti-Mouse CD3e

BD Pharmingen, Heidelberg

Rapamycin

Wyeth Pharmaceuticals, New York

Rat anti Mouse F4/80 antigen Biotin

Serotec, Dusseldorf

ReaktiongefalRe 1,5ml, 2ml

Sarstedt, Niumbrecht

Reaktionsgefalie 15ml, 50ml

greiner bio-one, Frickenhausen

Recombinant Human TGFB1

R&D Systems, Wiesbaden

Retinoic Acid

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roéhren, Flow Cytometry

Sarstedt, Niumbrecht

Rompun 2%

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Saponin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Schwefelséure 2N Lésung

Roth, Karlsruhe

Spritzen, BP Plastipak

BD Biosciences, Heidelberg

Ssniff R/IM-H, Mehl e.v.

Ssniff Spezialitaten, Soest

Stabpipetten

greiner bio-one, Frickenhausen

Sterilfilter Filtropur V50

Sarstedt, NUmbrecht

Streptavidin-MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Testosterone

Sigma-Aldrich, Steinheim

TMB Plus Ready-to-use Substrate

Kementec Diagnostics, KoIn

Trypanblau (0.4%)

Invitrogen, Darmstadt

Vicyrl Plus

Johnson&Johnson Medical GmbH,
Norderstedt
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Wasserstoffperoxid 30%

Merck, Darmstadt

Zellkulturplatten Flachboden, Rundboden;
6-, 24-, 48-, 96- well Format

Sarstedt, Niumbrecht

2.1.3 Immunhistochemie

Affinity Purified anti-mouse/rat Foxp3

eBioscience, Frankfurt

Dako Pen

Dako, Hamburg

Eindeckmedium Entellan

Merck, Darmstadt

Eosin Roth,Karlsruhe
Hamatoxylin Roth, Karlsruhe
Neufuchsinlésung Merk

Pikrinsaure Sigma-Aldrich, Steinheim

Polyclonal Rabbit Anti-Rat Ig

Dako, Hamburg

Rat anti human CD3

Serotec, Dusseldorf

Sirius Red

Sigma-Aldrich, Steinheim

Superfrost Objekttrager

Menzel, Braunschweig

Xylol

O. Kindler GmbH, Freiburg

ZytoChem-Plus AP Polymer-Kit

Zytomed Sytems, Berlin

2.1.4 Kits

Kits

Hersteller

CcDNA Sytheisi Kit for RT-PCR

Roche, Mannheim

Foxp3 Staining Buffer Set

eBioscience, Frankfurt

LIVE/DEAD® Fixable Dead Cell Stain Kit

Invitrogen, Darmstadt

mouse IFN y DuoSet ELISA Development
System

R&D Systems, Wiesbaden

Mouse IL-12p70 ELISA

eBioscience, Frankfurt

mouse IL-17 DuoSet ELISA Development
System

R&D Systems, Wiesbaden

mouse IL-4 DuoSet ELISA Development
System

R&D Systems, Wiesbaden

mouse TNF-a /TNFSF1A DuoSet ELISA
Development System

R&D Systems, Wiesbaden

Murine IL-10 ELISA Development Kit

Peprotech, Hamburg

Murine IL-6 ELISA Development Kit

Peprotech, Hamburg

NucleoSpin® RNA/Protein

Machery Nagel, Dlren

Anti-M2-3E-ELISA (IgG)

Euroimmun AG, Libeck

2.1.5 Antikorper Durchflusszytometrie

Antikorper Isotyp Hersteller

CD25 FITC Rat IgM,k BD Pharmingen
CD3 PE Hamster IgG1,k BD Pharmingen
CD4 PE Rat IgG2,k BD Pharmingen
CD45.1 APC Rat IgG2a,K BD Pharmingen
CD45.1 FITC Rat 1gG2a,k BD Pharmingen
CD45.2 PE Rat 1gG2a,k BD Pharmingen
CD8 APC Rat IgG2a,k BD Pharmingen
CD8 FITC Rat IgG2a,K BD Pharmingen
CDS8 PE Rat 1gG2a,k BD Pharmingen
CD8 V450 Rat 1gG2a,k BD Pharmingen
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Foxp3 APC Rat 1gG2a,k eBioscience
IFNy FITC Rat IgG1,k BD Pharmingen
NK1.1 V450 Mouse 1gG2a,k BD Pharmingen
Valpha TCR FITC Rat IgG2a,A BD Pharmingen
Vbeta 5.1, 5.2 TCR PE Mouse IgG1,k BD Pharmingen
2.1.6 Puffer

1x PBS, pH 7,4

KCI 2,7mM

KH,PO, 1,5mM

NaCl 137mM

NazHPO4 6,5 mM

1x ACK

NH,CI 150mM

KHCO; 10mM

EDTA 100mM

MACS-Puffer
1x PBS

0,5% BSA
2,5mM EDTA

Saponin-Puffer
1xPBS

1%BSA

0,5% Saponin

4%-ige Formalinlésung (gepuffert)

11,869 Na,HPO, 66mM
+ 860 ml H,0

+ 140 ml Formalin (37%)

= pH7,4

0,1%-ige Sirius Red L6sung

8 g Pikrinsaure in 400 ml H20 dd (gesattigte Pikrinsaure)

(mind. 7,5g auf 500 ml)
+ 0,49 Sirius Red
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Fir alle in vivo Studien wurden Mause im Alter von 6 - 8 Wochen verwendet. Dabei
entstammten die Mausstamme FVB/N und C57BI/6 der Zucht des Tierstalls der
Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Zusatzlich wurden die

folgenden transgenen und knockout Tiere verwendet:

K140VAp SIINFEKL Petipsequenz auf Gallengansepithelzellen

OoT1 Transgener T Zellrezeptor fiir SIINFEKL auf K>-Molekiilen

OT1xB6SJL/BoyJ Transgener T Zellrezeptor und CD45.1 kongener Hintergrund

MDR2-/- Gerichtete Deletion des MDR2 (Abcb4) Gens der Phospholipid-
Flipase

hCD2-TGF31 Aktives TGFB1 T Zell spezifisch Uberexprimiert

Samtliche Tiere wurden unter keimarmen Bedingungen bei einer konstanten
Raumtemperatur (RT) von 20T gehalten und erhielten Wasser und Futter ad libitum. Alle
hier beschriebenen Studien wurden im Rahmen der Tierversuchsgenehmigung G46/09
.Mechanismen und Therapie der portalen Entzindung der Leber* und GO03/10
»Geschlechtsspezifische Unterschiede bei der Entstehung der Priméar Bilidren Zirrhose*
durchgefihrt.

Da einige der transgenen Linien auf dem FVB/N Wildtyp- und andere auf dem C57BI6/J
Wildtyp-Hintergrund waren, wurden beide Wildtypstamme als Kontrollen untersucht. Bei

beiden Stammen wurden im Folgenden alle Wildtypkontrollen als WT bezeichnet.

2.2.1.1 Zucht und Erhaltung transgener Mauslinien

Die Linien K140VAp, OT1, MDR2 und CD2-TGFB wurden homozygot gehalten und
mittels PCR hinsichtlich des Transgenstatus untersucht. Um kongene Tiere aus OT1 und
B6.SJL/BoyJ Tiere zu erhalten, wurden diese miteinander verpaart und die F1 Generation

mittels PCR und Durchflusszytometrie auf den Transgenstatus tberprift.

2.2.2.2 Isolierung genomischer DNA aus Gewebe

Als Ausgangsmaterial zur Isolation der genomischen DNA wurden Ohr- oder
Schwanzbiopsien der Mause verwendet. Diese wurden bei 55C Uber Nacht in 2mg/ml
Proteinase K in Proteinase K Puffer verdaut. Anschlieend wurden die Proben 1:15 mit
autoklaviertem, deionisiertem Wasser verdinnt und davon 2pl zur PCR-Analyse als

Template eingesetzt.
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2.2.1.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Zur Amplifikation mittels PCR wurden 2ul aus dem Proteinase K Gewebeverdau bei
einem Gesamtvolumen von 25ul pro Probe eingesetzt. Fir die Reaktion wurde
standardmaRig der ReadyMix REDtaq zusammen mit einer 1pM Konzentration an
Primern verwendet und die so amplifizierten Produkte durch Gelelektrophorese der GroR3e
nach aufgetrennt und visualisiert.
Als Standard PCR-Protokoll diente folgende Vorlage:
* Nach einer Denaturierungsphase von 5 min bei 95C folgten 30-35 Zyklen mit:
o Denaturierung: 1 min bei 95T
0 Annealing: 30 sec bei 55-65T (Primerabhang ig)
o Elongation: 4 sec/ 100 Basenpaare bei 72C
* Finale Elongation: 10 min bei 72T

2.2.1.4 DNA Elektrophorese

Die Proben wurden auf ein 1% Agarosegel mit Gelred aufgetragen und entsprechend
ihrer GroRe in einer horizontalen Elektrophorese aufgetrennt. 0,5x TBE wurde als
Laufpuffer verwendet. Als GroRenmarker diente eine 100bp oder 1Kb DNA Leiter. Die
Analyse des Gels erfolgte unter UV-Licht.

2.2.2 Isolierung von Priméarzellen aus der Milz

Die Mause wurden mittels zervikaler Dislokation unter Narkose
(Ketamin/Rompun/PBS=1/0,8/1; 200ul/Tier intraperitoneal) getdtet. Die Milzen wurden
entnommen und mit einem Spritzenkolben durch ein Sieb (100puM) in ein 50ml
Reaktionsgefal® gerieben. Die Suspension wurde auf 20ml mit PBS aufgefullt und unter
Standardbedingungen: 430g, 5min, Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Es folgte eine
Erythrozytenlyse durch Zugabe von ACK-Puffer (Iml/Milz). Nach einmindtiger Inkubation
wurde die Reaktion durch Zugabe von 20ml PBS abgestoppt und die Zellsuspension
erneut durch ein Sieb (40um) filtriert. Die Suspension wurde auf 50ml mit PBS aufgefullt
und unter Standardbedingungen (430g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach
Zentrifugation verworfen und das entstandene Pellet enthielt die Primarzellen, welche in

Medium oder PBS resuspendiert und gezahlt wurden.
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2.2.2.1 Isolation von CD4+ CD25- T Lymphozyten aus  der Milz

Aus den Milzen wurde, wie in 2.2.2 beschrieben, eine Einzelzellsuspension hergestellt.
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen (Standardbedingungen: 430g, 5min,
Raumtemperatur) und mittels Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) sortiert. Die Zellen
wurden hierfir in MACS-Puffer (1ml/10® Zellen) resuspendiert und mit anti-CD25 FITC-AK
fur 15min bei 4T inkubiert (10pl/ml/10°8 Zellen). Es folgte ein Waschschritt, nachdem die
Zellen wieder in MACS-Puffer resuspendiert und mit anti-FITC Magnetbeads
(100ul/ml/10° Zellen) inkubiert (15min, 4C) wurden. Die Zellen wurden erneut gewaschen
und in der Zwischenzeit wurden LS-S&ulen in den Magnetstander eingespannt und mit
3ml geklhltem MACS-Puffer aquilibriert. Die gewaschenen Zellen wurden in 4ml MACS-
Puffer resuspendiert und auf die erste Saule gegeben. Die CD25+ Zellen wurden in der
Saule zurickgehalten. Im Durchfluss befanden sich die CD25- Zellen, welche weiter nach
CD4 positiven Zellen aufgereinigt wurden. Hierflr erfolgte die Inkubation mit Biotin-
gekoppeltem anti-CD4 Antikérper fiir 15min bei 4C (1,5ul/10® Zellen). AnschlieRend
wurden die Zellen gewaschen, in MACS-Puffer resuspendiert (1ml/10® Zellen) und mit
Streptavidin-gekoppelten Magnetbeads inkubiert (25ul/10® Zellen, 15min bei 4). Die
Zellen wurden nach erneutem Waschen in 4ml MACS-Puffer aufgenommen und auf die
erste Saule gegeben. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule dreimal mit 3ml
MACS-Puffer gespult. AnschlieBend wurden die magnetisch an die Séule gekoppelten
CD4+ T Zellen eluiert, indem die erste Séule aus dem Magnetfeld entfernt, mit 5ml
MACS-Puffer gefillt und der Puffer mittels eines Stempels in die zweite Saule tberfihrt
wurde. Erneut wurde dreimal mit 3ml MACS-Puffer nachgespult und die in der Saule
befindlichen Zellen wurden in ein 15ml Reaktionsgefal eluiert. Um kontaminierende CD8+
T Zellen, B Zellen und Makrophagen zu entfernen, wurden die Zellen nach einem
weiteren Waschschritt in 1ml Medium aufgenommen und mit magnetischen Dynalbeads
(5ul anti-CD8, 10ul anti-B220, 5ul anti-MAC-1 pro 5x10° Zellen) fiir 15min bei RT auf
einem Schittler inkubiert. Um die Aufreinigung zu wiederholen, wurde die Zellsuspension
anschlielend auf 6ml mit MACS-Puffer aufgefillt und 2min in einen entsprechenden
Magneten eingespannt. Die Bead-gekoppelten Zellen wurden an die Wand des
Reaktionsgefalles gezogen und so aus der Zellsuspension entfernt. Die Zellsuspension
wurde in ein zweites Gefald Uberfuhrt, auf 10ml aufgefillt, erneut in das Magnetfeld
eingebracht, um die Aufreinigung zu wiederholen. AnschlieRend wurden die Zellen unter
Standardbedingungen zentrifugiert und in Kulturmedium aufgenommen. Die Reinheit der

so isolierten CD4+ T Zellen wurde durchflusszytometrisch Gberprift und betrug 95-98%.
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2.2.2.2 Isolation von CD4+CD25+ T Lymphozyten aus d er Milz

Aus den Milzen wurde, wie in 2.2.2 beschrieben, eine Einzelzellsuspension hergestellt
und die Erythrozyten mittels ACK Puffer lysiert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, in
MACS-Puffer resuspendiert und mit anti-CD25 FITC-AK fir 15min bei 4T inkubiert
(10ul/ml/10° Zellen). Nach erneutem Waschen wurden die Zellen erneut in MACS-Puffer
aufgenommen und mit anti-FITC Magnetbeads (100ul/ml/10® Zellen) inkubiert (15min,
4C). Es folgte ein weiterer Waschschritt. Anschlie Bend wurden die Zellen auf eine
aquilibrierte LS-Saule aufgebracht. Die CD25+ Zellen wurden in der Saule
zuriickgehalten. Im Durchfluss befanden sich die CD25- Zellen, die entsprechend dem
Protokoll 2.2.2.1 weiter nach CD4 positiven Zellen aufgereinigt wurden.

Fur die Isolation der CD4+CD25+ T Zellen wurden die in der Séule befindlichen CD25+
Zellen weiter Uber eine zweite Séule aufgereinigt und schlie8lich in 5ml MACS-Puffer
eluiert. Da eine weitere positive Selektion der Zellen aufgrund der bereits gekoppelten
Magnetbeads nach CD4+ mittels MACS nicht méglich war, wurden die CD4+ Zellen durch
die Depletion von CD8+Zellen, B Zellen und Makrophagen mittels Dynabeads (7,5ul anti-
CDS8, 15ul anti-B220, 7,5pl anti-MAC1 pro 5x10° Zellen) weiter angereinigt (siehe 2.2.2.1)
Die Reinheit der so isolierten CD4+CD25+ Zellen wurde durchflusszytometrisch tberprift
und betrug etwa 80-85%.

2.2.2.3 Isolation von CD4+CD25+ T Lymphozyten aus d er Milz mittels Zellsorter

Aus den Milzen wurde, wie in 2.2.2 beschrieben, eine Einzelzellsuspension hergestellit.
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und wie unter 2.2.2.1 und 2.2.2.2 mit anti-CD25
FITC AK gefarbt und anschlieBend mit anti FITC Magnetbead gekoppelt. Die mit FITC
Magnetbeads gekoppelten Zellen wurde auf eine aquilibrierte LS-Saule aufgebracht und
die Saule dreimal mit 3ml MACS-Puffer gespult. Der Durchfluss enthielt die CD4+CD25-
Zellen und wurde in einem 15ml Reaktionsgefal3 aufgefangen. Die magnetisch an die
Saule gekoppelten CD4+CD25+ T Zellen wurde auf eine zweite Séule gebracht, dreimal
mit 3ml MACS-Puffer gespult und anschlie3end, die in der Saule befindlichen Zellen, in
ein 15ml Reaktionsgefald zu eluiert.

Die gewonnenen CD4+CD25+ T Zellen wurden unter Standardbedingungen zentrifugiert
und das Pellet mit MACS Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden gezahlt und mit anti-
CD4 PE AK fiir 15min bei 4<C inkubiert (10ul/ml/10® Zellen). Erneut wurden die Zellen
gewaschen und in PBS resuspendiert. Die Zellzahl wurde auf 1x10° Zellen/ml eingestellt
und die Zellen auf Eis zum Sorter gebracht. Das Zellsorting wurde in Kooperation mit der
Interdisziplindren Klinik fir Stammzelltransplantation am BD FACS Aria durchgefihrt. Die
Reinheit der so isolierten CD4+ T Zellen wurde durchflusszytometrisch tberprift und
betrug 97%-98%.
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2.2.2.4 Isolation von CD8+ T Lymphozyten aus der Mi |z

Aus den Milzen wurde, wie in 2.2.2 beschrieben, eine Einzelzellsuspension hergestellt.
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, in MACS-Puffer resuspendiert und mit anti-CD8
FITC-AK fiir 15min bei 4 inkubiert (10pl/ml/10® Zellen). Nach erneutem Waschen
wurden die Zellen wieder in MACS-Puffer aufgenommen und mit anti-FITC Magnetbeads
(100ul/mlI/10° Zellen) inkubiert (15min, 4<C). Es erfolgte ein we iterer Waschschritt.
AnschlieBend wurden die Zellen auf eine &quilibrierte LS-Sdule aufgebracht. Der
Durchfluss wurde verworfen und die S&ule dreimal mit 3ml MACS-Puffer gespilt.
AnschlieBend wurden die magnetisch an die S&aule gekoppelten CD8+ T Zellen mit 5ml
MACS-Puffer auf eine weitere aquilibrierte LS- Saule gegeben. Erneut wurde dreimal mit
3ml MACS-Puffer nachgespult. AnschlieRend wurden die in der Saule befindlichen Zellen
in ein 15ml Reaktionsgefal’ eluiert. Die Reinheit der so isolierten CD8+ T Zellen wurde

durchflusszytometrisch Uberprift und betrug 95-98%.

2.2.2.5 Isolierung von Leberlymphozyten

Die Mause wurden druch zervikaler Dislokation unter Narkose (Ketamin/Rompun) getotet.
Das Peritoneum wurde er6ffnet und die Pfortader vorsichtig freigelegt. Mit einer Kanle
wurde in die Pfortader eingestochen und die Vena cava eréffnet. Die Leber wurde fur
etwa 20 sec mit 5ml PBS perfundiert (10ml/min). AnschlieRend wurde die Leber
freiprapariert, entnommen und die Gallenblase entfernt. Nach Entnahme wurde die Leber
mit einem Spritzenkolben durch ein 100um Sieb in ein 50ml Reaktionsgefald gerieben. Zur
Entfernung der Hepatozyten wurde die Suspension auf 50ml mit PBS aufgefullt und fur 4
min bei 400rpm zentrifugiert. Die Hepatozyten konnten sich absetzten, die
nichtparenchymatosen Zellen verblieben im Uberstand. Um weitere Hepatozyten zu
entfernen wurde der Uberstand erneut in ein 50ml ReaktionsgefaR uberfiihrt und
nochmals fir 4 min bei 400rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut in ein 50ml
ReaktionsgefaR berfiihrt und fir 7 min bei 1500rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abpipettiert und verworfen. Das entstandene Pellet wurde mit 4,5ml PBS
resuspendiert und mit 2,5ml Optiprep vermischt. Durch vorsichtiges Uberschichten mit
1ml PBS wurde ein Dichtegradient hergestellt der anschlieRend bei RT fir 20min bei 400g
ohne Bremse zentrifugiert wurde. Die Leberlymphozyten (nichtparenchymattsen Zellen)
befanden sich in der Intermediarphase zwischen PBS und verbliebenen Erythrozyten und
Hepatozyten und wurden vorsichtig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefald
Uberfuhrt. Die Leberlymphozyten wurden auf 20ml mit PBS aufgefillt und fir 5 min bei
1500rpm zentrifugiert. Das entstehende Pellet enthielt die Leberlymphozyten, welche

dann in Medium oder PBS resuspendiert und gezahlt wurden
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2.2.3 Zellkulturmedium

Als Zellkulturmedium diente serumfreies Panserin-Medium versetzt mit 1%

Penicillin/Streptomycin.

2.2.4 Konversion von CD4+CD25- T Lymphozyten

Fur die Konversionsversuche wurden CD4+CD25- Milzzellen (siehe 2.2.2.1) aufgereinigt.
96 well Zellkulturplatten wurden mit anti-CD3 AK geschichtet (2ug/ml PBS, 50ul/well, >1h
bei 37C). Ungebundener AK wurde durch Waschen mit PBS entfernt. Pro well wurden
5x10° Zellen in 200ul Zellkulturmedium ausgesét. Die Zellen wurden mit anti-CD28 AK
(2ug/ml) kostimuliert und dem Medium IL-2 (50U/ml) zugegeben. Um den Einfluss
verschiedener Faktoren auf die Entstehung regulatorischer T Zellen in der Kultur zu
untersuchen, wurden folgende Substanzen je nach Versuchsansatz zugesetzt:

TGFR (0-4ng/ml), 5" Azathymidin (5uM), Retinoic Acid (1nM), Rapamyin (10nM)

Die Analyse der Konversionsrate erfolgte nach 4 tagiger Zellkultur mittels

Durchflusszytometrie.

2.2.5 Restimulation von Zellen fir die Detektion vo  n Zytokinen

Fur die Restimulation wurden isolierte T Zellen in 1ml Zellkulturmedium aufgenommen
und gezahlt. 96 well Zellkulturplatten wurden mit anti-CD3 AK gecoatet (3ug/ml PBS,
50ul/well, >1h bei 37C) und ungebundener AK wurde anschlieBend durch Waschen mit
PBS entfernt. Pro well wurden 5x10° Zellen in 200p! Zellkulturmedium ausgesat und mit
anti-CD28 AK (2ug/ml) kostimuliert. Die Zellkulturiberstande wurden nach 24h

abgenommen und bis zur weitere Analyse bei -20C ei ngefroren.

2.2.6 Zellzahlung

Die Zellzdhlung wurde mittels einer Neubauer Zahlkammer durchgefihrt. Die
Zellsuspension wurde dafir in einer entsprechenden Verdinnung mit Trypanblau
verdinnt und die Zellzahl anschlieiend in zwei der vier Quadranten der Zahlkammer
ausgezahlt. Die Blaufarbung toter Zellen ermdglichte zusétzlich zur Zellzahlbestimmung
die Bestimmung der Zellvitalitat. Die gesamte Zellzahl errechnete sich anhand der Formel:
Zellzahl gesamt = gezahlte Zellzahl / 2 x Verdinnungsfaktor x Volumen Zellsuspension x

Kammerfaktor (10%)
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2.2.7 Zellcharakterisierung

2.2.7.1 Vitalitatstest

Um tote Zellen im Durchflusszytometer ausschlieRen zu kdnnen, wurden die Zellen mit
den Farbstoffen Pacific Orange-NHS (PacO-NHS) oder Aqua (LIVE'DEAD® Fixable Aqua
Dead Cell Stain Kit) gefarbt. Das Prinzip beider Farbungen beruht darauf, dass die
Farbstoffe in tote Zellen, nicht jedoch in vitale Zellen mit intakter Zellmembran eindringen
kénnen. Dort reagieren sie mit freien Aminen im inneren der Zelle. Somit konnten tote
Zellen anhand ihrer hoheren Fluoreszenzintensitdt von lebenden Zellen abgegrenzt

werden.

Pacific Orange-NHS (PacO-NHS) Farbung

Die zu farbenden Zellen wurden in 5ml Rohrchen tberfihrt und gewaschen. PacO-NHS

wurde 1:1000 in PBS verdinnt und die Zellen in 200ul der Verdinnung resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte eine 30 minutige Inkubation der Zellen auf Eis. Die Zellen wurden
danach unter Standardbedingungen gewaschen und in 4%PFA fixiert (15min, 4C) oder in

PBS flur weitere Farbungen aufgenommen.

LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit

Die Aqua-Farbung wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Es folgten Fixation der

Zellen oder weitere Farbungen.

2.2.7.2 Proliferation

Isolierte T Zellen wurden nach der Isolation mit Carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE) oder CellTrace gefarbt. Bei jeder Zellteilung nimmt die Fluoreszenzintensitat des
Farbstoffs um die Halfte ab, so dass mittels Durchflusszytometrie ermittelt werden kann,
wie oft die Zellen sich geteilt haben. Verlaufen die Zellteilungen synchron, so lassen sich
definierte Peaks darstellen, ist das nicht der Fall, so zeigt sich eine Abnahme der mittleren

Fluoreszenzintensitat.

CESE-Farbung
Nach der Isolation wurden die Zellen in 1ml PBS resuspendiert (bis 5x10’ Zellen). Der
CFSE-Stock [1ImM in DMSO; 100ul] wurde mit 100pl PBS auf 0,5mM verdinnt. Davon

wurden 4ul zu den Zellen gegeben. Die Zellsuspension wurde kurz gevortext, um eine

gleichmalige Farbung der Zellen zu gewahrleisten und bei 37T im Schuttler fur 6min
inkubiert. Zum Abstoppen der Farbereaktion wurde 1ml FCS zugegeben. Anschliel3end

wurden die Zellen dreimal gewaschen und in Kulturmedium aufgenommen.
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CellTRACE

Nach der Isolation wurden die Zellen in 1ml PBS resuspendiert (bis 5x10° Zellen).
CellTrace (10ul/ 5x10° Zellen) wurde fiir 20min bei 37C im Schiittler inku biert.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal unter Standardbedingungen gewaschen,

resuspendiert und in Kulturmedium oder PBS aufgenommen.

Um die gleichmaRige Farbung der Zellen zu kontrollieren und die Fluoreszenzintensitét
der ungeteilten Zellen zu messen, wurden sowohl bei der CFSE, wie auch bei der
CellTRACE Farbung eine Probe entnommen und in 4%PFA fur 15min bei 4 fixiert.

2.2.8 Durchflusszytometrie

2.2.8.1 Farbung von Oberflachenmarkern

Fur die Farbung von Oberflachenantigenen wurden die Zellen in PBS/2%BSA
aufgenommen (10°-5x10° Zellen/100ul) und in 5ml Réhrchen Gberfiihrt. Je nach AK-
Konzentration wurden die Zellen mit 1-10ul AK/Probe gefarbt (15min, 4C). Die R6hrchen
wurden mit 1ml PBS/2%BSA aufgefiillt, 5 min bei 472g zentrifugiert und der Uberstand
wurde vorsichtig abgeschittet. Es folgte die Fixation der Zellen mit PFA (4%, 15min, 4C).
Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen entweder in 300ul PBS
resuspendiert und bis zur Analyse bei 4C dunkel gelagert oder es erfolgte eine

intrazellulare Zytokinfarbung.

2.2.8.2 Intrazellulare Zytokinfarbung

Nach der PFA Fixierung (s.0.) wurden die Zellen zweimal mit 1ml Saponinpuffer (PBS/2%
BSA/0.5%/Saponin) gewaschen, wodurch die Membran permeabilisiert wurde. Der
Uberstand wurde abgeschiittet, die Zellen in 50ul Saponinpuffer resupendiert und mit 1-
2ul anti-IFNy Antikdrper inkubiert (>30min oder Uber Nacht bei 4<C). AnschlieRend
wurden erneut mit 1ml Saponinpuffer gewaschen, in 400ul PBS resuspendiert und bis zur

Analyse bei 4C im Dunkeln gelagert.

2.2.8.3 Farbung von regulatorischen T Zellen

Nach der Oberflachenfarbung von CD4 und CD25 wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und die Foxp3 Farbung mit Hilfe des Foxp3-Staining Buffer Sets (eBioscience) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Nach der Fixierung und Permeabilisierung wurden die
Zellen mit Permeabilisierungspuffer gewaschen, in 20yl Permeabilisierungspuffer

resuspendiert und 15min bei 4C mit Fc-Block inkubiert (0,2pl/Probe). Anschlie3end
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wurde der Foxp3 AK ohne weiteren Waschschritt zugegeben (1pl/Probe) und die Farbung
erfolgte Gber Nacht. Die Proben wurden in Permeabilisierungspuffer gewaschen, in 400ul

PBS resuspendiert und bis zur Analyse bei 4C im Ku hischrank gelagert.

2.2.8.4 Durchflusszytometrie

Fur die Analyse von Zellen im Durchflusszytometer (FACS Canto; LSRIl) wurden
Einzelfarbungen fir die verschiedenen Fluorochrome angefertigt, um die
Fluoreszenzkanale zu kompensieren. Zur Berticksichtigung der Autofluoreszenz wurden
ungefarbte Zellen eingelesen. Zuséatzlich wurden Isotypenkontrollen mitgefarbt, welche die
Hintergrundfluoreszenz der verwendeten Antikérper zeigten. Tote Zellen und Dubletten
wurden nicht in die Analysen miteinbezogen. Die Auswertung erfolgte mit der Software
Diva5 und Divaé.

2.2.9 zZytokinbestimmung im Zellkulturtiberstand

Die Zytokinbestimmung erfolgte mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA).
Hieflr wurden zwei Antikorper verwendet, welche jeweils spezifisch das gleiche Molekdl,
jedoch unterschiedliche Epitope erkennen. Uber den Erstantikorper wurde die zu
detektierende Substanz aus Zellkulturiiberstand an eine Microtiterplatte gebunden. Es
folgte die Inkubation mit biotinyliertem Zweitantikérper und Streptavidin-gekoppelter
Meerrettich-Peroxidase. Durch Zugabe des Substrats kam es zu einem Farbumschlag,
welcher photometrisch gemessen werden konnte. Bei jeder Messung wurde ein Standard
mitgefuhrt, anhand dessen die gemessene optische Dichte in eine Proteinkonzentration
umgerechnet werden konnte.

Fur die Detektion von IFNy, IL-17, TNFaq, IL-12 und IL-4 wurde Tetramethylbenzidin (TMB,
fertige Gebrauchslosung) als Substrat der Peroxidase verwendet. Bei der Messung von
IL-10 und IL-6 wurde Diammonium-2,2'-azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsaure
(ABTS) verwendet. Hierzu wurden 1mg/ml ABTS in Citratpuffer (pH 4,5) gel6st und
37%iges H,0, (20ul/10ml) unmittelbar vor der Detektion zugegeben. Alle

Zytokinbestimmungen wurden dabei nach Herstellerangaben durchgefihrt.
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2.2.10 Immunhistochemie (IHC)

2.2.10.1 Organpréaparation

Organe wurden entnommen und Uber Nacht bei RT in 4%iger Formalinldsung gelagert.
Nach 24 Stunden wurden die Lebern fir 2 h in aqua dest. gewassert. Es folgte eine
aufsteigende Alkoholreihe mit 20%igem Isopropanol und 40%igem Isopropanol fir je 45
min und anschlieBender Lagerung in 70% Isopropanol. Die Einbettung der Organe in
Paraffin erfolgte in der Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf.

Fur die Cryokonservierung wurden Gewebestiicke auf Trockeneis in Einbettungsmedium

(Tissue Tek®) eingebettet und bei -80C gelagert

2.2.10.2 Herstellung der Schnitte

Aus den in Paraffin eingebetteten Organen wurden am Mikrotom 3 pm dicke Schnitte

hergestellt und auf Superfrost-Objekttrager gebracht.

2.2.10.3 Hamatoxilin-Eosin Farbung

Die Organschnitte wurden in einem Xylolbad entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe (je 5 Minuten in 100%, 90%,80% und 70% Ethanol) rehydriert. Nach Spulung
mit Wasser erfolgte eine Inkubation fir 5 min in einer Hamatoxilin-Farbeldsung.
AnschlieRend wurden die Schnitte fir 10 min in warmem Wasser gewaschen, bevor sie
fur 5 min in einer Eosin-Farbeldsung inkubiert wurden. Nach erneuter Waschung mit
Wasser erfolgte die Entwéasserung durch eine aufsteigende Alkoholreihe. Nach Xylol-

Behandlung wurden die Schnitte mit Eindeckmedium (Entellan) eingedeckt.

2.2.10.4 Sirius Red Farbung

Bei dieser Farbung stellen sich die Kollagenfasern rot dar, wahrend Muskelfasern und
Zytoplasma gelb erscheinen. Im polarisierten Licht ist das Verfahren eine sehr sensitive
Methode zum Nachweis von Kollagenen. Dabei farben sich grol3e Fibrillen gelb-orange,
kleine hingegen griin an. Zur Farbung wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert, dann
einer absteigenden Alkoholreihe unterzogen, mit Aqua dest. gespllt und mind. 60 min in
der Sirius Red Ldsung gefarbt. Es erfolgte eine kurze Spilung mit HCL und Entwéasserung
mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe. Nach Xylol-Behandlung wurden die Schnitte mit

Eindeckmedium (Entellan) eingedeckt.
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2.2.10.5 Foxp3/CD3 Farbung

Die Organe wurden in einem Xylolbad entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe (je 5 min in 100%, 90%,80% und 70% Ethanol) rehydriert. Die Organe
wurden anschliel3end auf dem Objekttrager mit einem Fettstift (Dako Pen) eingekreist. Es
folgte eine Antigendemaskierung mittels Citratpuffer fir 35 min bei 680 Watt in der
Mikrowelle. Die Schnitte wurden fir etwa 10 min auf Eis auf RT runtergekuhlt und
anschlie3end 3 mal mit aqua dest. und 3 mal mit PBS fir je 5 min gewaschen. Es folgte 5
min Blockung mit Blocking Puffer aus dem entsprechenden Polap Kit. Der Primar
Antikoérper wurde 1:200 in Zytomedpuffer verdiinnt und 0.N. bei 4T in feuchter Kammer
inkubiert. Am nachsten Morgen wurde 3 mal 5 min mit PBS gewaschen. Der 2.Antikorper
wurde 1:200 verdinnt und fur 30 min bei RT inkubiert. Anschlie3end wurde 3 mal mit PBS
fur 5 min gewaschen, bevor fir 30 min 50 pl anti rabbit AP Komplex Polap Kit auf die
Schnitte gegeben wurde. Nach erneuter PBS Waschung fir 5 min wurde frisch
angesetzte Neufuchsinlésung fur 10 min auf den Schnitt gegeben. Die Neufuchsinlésung
wurde dann kurz unter flieBendem Wasser abgewaschen, bevor die Gegenfarbung fir 3
min mit Hamatoxylin erfolgte. Anschlieend wurden die Schnitte fir 10 min in warmem
Wasser gewaschen, und es erfolgte die Entwasserung durch eine aufsteigende
Alkoholreihe. Nach Xylol-Behandlung wurden die Schnitte mit Eindeckmedium (Entellan)

eingedeckt.

2.2.10.6 Mikroskopische Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Anzahl der regulatorischen T Zellen in der Leber wurden von jedem
Schnitt funf reprasentative Entziindungsareale fotografiert, ausgezahlt und mittels der
Software analySIS® 3 (Soft Imaging System GmbH, Minster) vermessen. Die so
ermittelte Zellzahl wurde dann in Relation zur gesamt ausgemessenen Flache gesetzt und

der Prozentsatz fir die Gesamtzellzahl errechnet.

2.2.10.7 Modifizierter histologischer Aktivitatsind ex (mHAI)

Zur histologischen Bestimmung des Entziindungsgrades der Leber wurden histologische
Schnitte angefertigt, H&E gefarbt und anschlieRend nach dem modifizierten
histologischen Aktivitatsindex verblindet ausgewertet. Der mHAI Score nach Ishak et al
[126] beschreibt dabei detailliert das Ausmald der entziindlichen Aktivitdt. Er setzt sich
zusammen aus der Beurteilung der Interface Hepatitis (0-4), konfluenter Nekrose (0-4),
Einzelzelluntergdngen (0-4) und portaler Entziindung (0-4). Er ist mit einer Spanne von 0-

18 Punkten ein genauer und komplexer Richtwert fir klinische Studien.
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2.2.11 Tierversuche

2.2.11.1 Bestimmung von Serumtransaminasen

Fur die submandibulare Blutentnahme wurde die Maus mit einer Hand fixiert, sodass eine
Stauung der Vena submandibularis erfolgte. Die Vene wurde mit Hilfe einer Lanzette
angestochen und das Blut in einem heparinisierten Reaktionsgefal3 tropfenweise
aufgefangen. Fir die Blutentnahme durch Herzpunktion wurden die Mause durch
zervikale Dislokation unter Narkose (Ketamin/Rompun) getdtet. Anschlieend wurde das
Peritoneum eroffnet und mit einer Kanile durch das Diaphragma hindurch der Herzbeutel
punktiert und das Blut entnommen. Zur Gewinnung von Serum wurde das gewonnene
Blut mindestens 30 min bei RT stehen gelassen und anschliel3end abzentrifugiert (10 min,
3000rpm). Das Serum konnte als obere Phase abgenommen werden und wurde bis zur
weiteren Analyse bei -80C gelagert. Die Aspartat-A minotransferase (AST) und die
Alanin-Aminotransferase (ALT), sowie die Alkalische Phospatase (AP) wurden in der

Abteilung fur Klinische Chemie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf gemessen.

2.2.11.2 Bestimmung von Antimitochondiralen Antikor pern im Blutserum

Die Bestimmung der Antimitochondrialen Antikorper (AMAs) erfolgte mittels Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA). Hiefur wurden zwei Antikorper verwendet, welche
jeweils spezifisch das gleiche Molekiil, jedoch unterschiedliche Epitope erkennen. Uber
den Erstantikérper wurde die zu detektierende Substanz aus Zellkulturiiberstand an eine
Microtiterplatte gebunden. Es folgte die Inkubation mit einem biotinyliertem
Zweitantikorper und Streptavidin-gekoppelter Meerrettich-Peroxidase. Durch Zugabe des
Substrats kam es zu einem Farbumschlag, welcher photometrisch gemessen werden
konnte. Bei jeder Messung wurde ein Standard mitgefihrt, anhand dessen sich der
positive Schwellenwert der Serumspiegel bestimmen lie3. Die Durchfihrung des ELISA

erfolgte dabei nach Herstellerangaben.

2.2.11.3 K140Ovap Mausmodell der Primar Biliaren Zir  rhose

Beim Mausmodell der Primér Bilidaren Zirrhose handelt es sich um ein im adulten
Empfanger induzierbares Mausmodell. Hierfir wurden CD8+ T Zellen (wie unter 2.2.2.4
beschrieben) aus OT1 bzw OT1x B6.SJL/BoyJ Spendermausen isoliert und adoptiv in
transgene Empfangertiere (K140VAp) transferiert. Die OT1 transgenen CD8+ T Zellen
erkennen die SIINFEKL Antigenpeptidsequenz (OVA 257-264), welche von den K14-
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OVAp Tieren unter dem humanen K14 Keratinpromoter auf Gallengangsepithelzellen
exprimiert wird. Die rezipienten Mause erhielten die Donorzellsuspension in 200 pl PBS
durch intraperitoneale Injektion. Zur Kontrolle der Leberwerte wurden einigen Tieren
einmalig kleine Volumina Blut (ca. 0,05 ml) durch submandibulare Punktion entnommen.
Das Gewicht der Tiere wurde im Versuchsverlauf dokumentiert.

8 Tage nach OT1 CD8+ Zelltransfer wurden die Tiere durch zervikale Dislokatio unter
Narkose (Ketamin/Rompun) getotet. Die Tiere wurden zur Ermittlung der Leberwerte
durch Herzpunktion entblutet und das Serum (unter 2.2.11.1 beschrieben) gewonnen.
Organe wurden zur Zellisolation und fir histologische Bestimmungen enthommen und

entsprechend der beschriebenen Protokolle weiterverarbeitet.

2.2.11.4 Orchiektomie

Die mannlichen Tiere wurden nach Einleitung der Narkose [10ml/kg/KGW Ketamin/
Xylazin (Rompun®) [12mg Ketamin und 1,6 mg Xylazin (Rompun®) pro ml in 0,9% NaCl
Lésung] in Rickenlage auf dem Operationstisch fixiert. Nach Rasur und prapubischer
Hautdesinfektion erfolgte eine circa 0,6 cm lange abdominale Querinzision. Nach
Auslagerung der Hoden wurde eine Ligatur mit einem Seidenfaden der Starke 5-0 (USP)
um Samenleiter und Gefal3e gelegt. Der Hoden wurde abgetrennt und die Hautwunde mit

einem Seidenfaden der Starke 6-0 mit Einzelknopfnahten verschlossen.

2.2.11.5 Hormonpelletimplantation

Den kastrierten Tieren wurden Ostrogen und den weiblichen Tieren Testosteron
zugefuhrt. Hierfir wurden Slow-Release-Pellets der Gréf3e 0,3 x 0,3 cm mit dem Wirkstoff
17R-Ostradiol bzw Testosteron subkutan im Bereich des Nackens implantiert. Die
Hormonpellets geben konstant eine definierte Hormonmenge Uber 60 Tage ab. Fir die
Pelletimplantation wurden die Tiere nach Einleitung der Narkose in Bauchlage auf dem
Operationstisch fixiert. Nach Desinfektion des Operationsfeldes erfolgte ein circa 0,6 cm
langer Hautschnitt median im Lumbalbereich. Mit einer diinnen Pinzette wurde subkutan
stumpf bis zum Nacken prépariert, um auf diese Weise eine Hauttasche fur das Pellet zu
formen. Nach Platzierung des Hormonpellet wurde die Haut mit einem Seidenfaden der

Starke 6-0 mit zwei Einzelheften verschlossen.
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2.2.11.6 Transfer regulatorischer T Zellen

Regulatorische T Zellen wurden (wie unter 2.2.2.2 bzw. 2.2.2.3 beschrieben) mittels
MACS oder Zellsorter aufgereinigt. AnschlieRend wurden definierte Zellzahlen in 200pl
PBS aufgenommen und den Tieren zu unterschiedlichen Zeitpunkten intraperitoneal

injiziert.

2.2.11.7 Induktion eines chronischen Gallengangssch ~ adens/Cholangitis durch DDC
Ftterung

Als Modell cholestatischer Lebererkrankungen wurde die DDC- (Diethoxycarbonyl-1,4-
Dihydrocollidine) induzierte portale Inflammation verwendet. Den Tieren wurde hiefir ein
0,1% DDC-haltiges Futter verabreicht (1g DDC in 1kg Pulverfutter, angesetzt mit 800ml
Wasser, getrocknet), welches nicht giftig und somit einfach in der Handhabe im Tierstall
ist. Das Gewicht der Tiere wurde im Versuchsverlauf dokumentiert. Die Analyse erfolgte
zu unterschiedlichen Zeitpunkten, wobei die Tiere zur Ermittlung der Leberwerte durch
Herzpunktion entblutet und das Serum (wie unter 2.2.12.2 beschrieben) gewonnen wurde.
Die Organe wurden zur Zellisolation und fir histologische Bestimmungen entnommen und

entsprechend der beschriebenen Protokolle weiterverarbeitet.

2.2.11.8 Rapamycingabe

MTOR Inhibitoren haben immunsuppressives, sowie antiproliferatives Potenzial. Die
therapeutische Applikation von Rapamycin wurde daher in Modellen der chronischen
Gallengangsschadigung (MDR2-/- und DDC Ftterung) getestet. Den Tieren wurde taglich
1,5 mg Rapamycin pro kg Koérpergewicht intraperitoneal Uber einen Zeitrahmen von 1-4
Wochen appliziert. Die Lésung von Rapamycin erfolgte in Ethanol und Aqua ad
iniectabilia. Es ist nicht giftig und somit einfach in der Handhabe im Tierstall. Bei MDR2-/-
Mausen wurde bereits im Alter von 2 Wochen mit der Therapie begonnen, da diese
bereits zu diesem friihen Zeitpunkt Entziindungen in der Leber aufweisen. In den weiteren
Tiermodellen wurde die Applikation im Tieralter von 6-8 Wochen begonnen. Das Gewicht
der Tiere wurde im Versuchsverlauf dokumentiert. Die Analyse erfolgte zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, wobei die Tiere zur Ermittlung der Leberwerte durch
Herzpunktion entblutet und das Serum (wie unter 2.2.12.2 beschrieben) gewonnen wurde.
Die Organe wurden zur Zellisolation und fir histologische Bestimmungen entnommen und

entsprechend der beschriebenen Protokolle weiterverarbeitet.
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2.2.12 Statistische Analysen

Alle dargestellten Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.
Fir die graphische und statistische Auswertung, sowie die Berechnung der Signifikanz
wurde die Software GraphPad Prism® verwendet. Ergebnisse mit p< 0,05 wurden als

statistisch signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung einer portalen antigenabhangigen En  tzindung im K140VAp
Mausmodell

Zur Etablierung eines Modells einer portalen Entziindung wurde das Modell der K140VAp
transgenen Maus verwendet, welche das OVA-SIINFEKL Peptid auf ihren Epithelzellen
exprimieren. Durch Zelltransfer naiver OT1 CD8+ T Zellen, welche einen spezifischen T
Zellrezeptor fur das exprimierte SIINFEKL Peptid tragen, sollte eine Entziindung in den
K140VAp Tieren induziert werden. Zunachst musste hierfur die geeignete Zellzahl fur die
Induktion einer portalen Entzindung bestimmt werden. Aus diesem Grund wurden
variable Zellzahlen der OVAp-spezifischen T Zellrezeptor tragenden OT1 transgenen
CD8+ T Zellen in mannliche und weibliche K140VAp Empfangertiere transferiert. Bei den
weiblichen Empféangertieren zeigte sich eine 100%-ige Sterblichkeitsrate an Tag 6 nach
Transfer von 20x10° oder 10x10° OT1 CD8+ T Zellen. Erst mit verringerter Anzahl der
transferierten Zellen stieg die Uberlebensrate bei den weiblichen Empfangertieren an. So
wurde durch den Transfer von 4x10° OT1 CD8+ T Zellen eine Uberlebensrate von 70%
und durch den Transfer von 3x10° OT1 CD8+ T Zellen eine 100%ige Uberlebensrate bis
Tag 14 nach Transfer erreicht (Abb.4). Die maéannlichen Empfangertiere wiesen
unabhangig von der transferierten Zellzahl keine erhdhte Sterblichkeitsrate nach
Zelltransfer bis zum Ende des Beobachtungszeitraums von 14 Tagen auf. Die erhdhte
Sterblichkeitsrate der weiblichen K140VAp Tiere nach Zelltransfer lies darauf schlieRen,
dass die K140VAp Weibchen suszeptibler auf den Transfer der OT1 CD8+ T Zellen

reagierten.
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Abb.4) Uberlebensrate der weiblichen K140VAp Empfangertier e in Prozent nach Transfer
von (&) 20x10°, (~€3 ~) 10x10°, (—-) 5x10° (“@-) 4x10°, (—@-) 3x10° oder (—EF) 2x10°

OT1 CD8+ Zellen Uber einen Zeitraum von 14 Tagen.
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Um festzustellen, ob sich die erhdhte Empfanglichkeit der weiblichen Tiere auch in einer
verénderten Leberschadigung der K140VAp Weibchen im Vergleich zu den K140VAp
Méannchen auswirkte, wurden die Serumtransaminasen der Tiere im Verlauf mehrerer
Tage nach Zelltransfer bestimmt. Hierfir wurden nach Zelltransfer die K140VAp
Empféangertiere an unterschiedlichen Tagen getotet und das Blut zur Serumgewinnung
entnommen. Bei den weiblichen K140VAp Empfangertieren zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der Transaminasenwerte ab Tag 8 nach Zelltransfer von 4x10° OT1 CD8+ T
Zellen, im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche PBS anstelle von OT1 T Zellen erhalten
hatten (*p<0,05,**p<0,009). Bei den méannlichen K140VAp Empfangertieren zeigte sich,
auch bei mehr als doppelt so hoher Anzahl an transferierten Zellen (10x10° OT1 CD8+ T
Zellen), kein signifikanter Anstieg der Serumtransaminasen im zeitlichen Verlauf im
Vergleich zu ihrer PBS behandelten Kontrollgruppe (Abb.5). Somit induzierte der OT1
CD8+ T Zelltransfer in den weiblichen K140VAp Tiere im zeitlichen Verlauf einen Anstieg
der Serumtransaminasen, wahrend die mannlichen K140OVAp Tiere, trotz doppelt so
hoher Menge an transferierten OT1 CD8+ T Zellen, keinen Anstieg der

Serumtransaminasen aufwiesen.
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Abb.5) Serumtransaminasen (ALT in U/l) in weibliche n und mannlichen K140VAp Tieren
nach Transfer von OT1 CD8+ T Zellen. (a) Serumtrans aminasen der weibliche K140vap
Empféngertiere nach Transfer von 4x10 ® OT1 CD8+ T Zellen oder PBS als Kontrolle
(*p<0,05,**p<0,009). (b) Serumtransaminasen der man nlichen K140VAp Empfangertiere
nach Transfer von 10x10 ° OT1 CD8+ T Zellen oder PBS als Kontrolle.

Um den Unterschied in der Erh6hung der Serumtransaminasen zwischen den ménnlichen
und weiblichen K140VAp Empfangertieren weiter zu validieren, wurden beiden
Geschlechtergruppen die gleiche Anzahl von 4x10° OT1 CD8+ T Zellen transferiert und

die Tiere an Tag 9 nach Zelltransfer getttet. Die weiblichen K140VAP Tiere wiesen nach
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OT1 CD8+ T Zelltransfer deutlich erh6hte Transaminasenwerte auf. Bei den ménnlichen
K140VAp Tieren konnte hingegen keine Erhéhung der Transaminasenwerte festgestellt
werden. Im direkten Vergleich wiesen die weiblichen K140VAp Empfangertiere signifikant
erhdhte Transaminasenwerte im Vergleich zu den mannlichen K140VAp Empféngertieren
auf (***p<0,0002) (Abb.6). Da erhOhte Serumtransaminasen eine Zellschadigung von
Hepatozyten widerspiegeln, lieRen die erhohten Werte der weiblichen Empféangertiere auf

eine verstarkte Leberschadigung im Vergleich zu der mannlichen Gruppe schliefl3en.
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Abb.6) Transaminasenwerte (ALT in U/l) ménnlicher und weib licher K140VAp
Empféngertiere 9 Tage nach Transfer von 4x10 ®OT1 CD8+ T Zellen (***p<0,0002).

Um zu Uberprifen, ob bei den weiblichen K140VAp Tieren tatsachlich auch eine
verstarkte Leberschadigung im Vergleich zu den mannlichen K140VAp Tieren vorlag,
wurden histologische Schnitte der Lebern der K140OVAp Tiere nach CD8+ OT1 T
Zelltransfer angefertigt. Eine H&E Farbung zur Ermittlung des Entziindungsgrades wurde
durchgefuhrt (Abb.7a) und die Schnitte verblindet von einem Pathologen nach Scheuer
bewertet. Es zeigte sich, dass die weiblichen K140VAp Tiere nach OT1 CD8+ T
Zelltransfer, entsprechend ihrer Transaminasenwerte, einen deutlich erhdhten
Pathologiescore im Vergleich zu den maéannlichen Tieren und den jeweiligen PBS
behandelten Kontrollgruppen aufwiesen. So zeigten die weiblichen K140VAp Tiere nach
OT1 CD8+ T Zelltransfer eine deutliche Entziindung, gekennzeichnet durch peribiliare und
periportale Infiltrate, sowie Endothelitis (Abb.7d). Die mannlichen Tiere hingegen waren
zum groRten Teil histologisch unauffallig (Abb.7c). In der Leber zeigte sich somit, dass der
Transfer von OT1 CD8+ T Zellen in den weiblichen Tieren eine histologisch nachweisbare
portale Entziindung induzierte, welche zu einer Erhéhung von Serumtransaminasen
fuhrte. Hingegen schien der OT1 CD8+ T Zelltransfer keine Leberpathologie in

mannlichen K140OVAp Tiere zu bewirken.
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Abb.7) Histologischer Nachweis der Leberschadigung im K140VAp Modell (a) H&E Féarbung
von Leberschnitten der K140VAp Weibchen 9 Tage nach Transfer von 4x10 ® OT1 CD8+ T
Zellen (b) Histologie Score nach Scheuer: 0= histo  morphologisch kein PBC Anhalt, 1=
Cholangitis, 2= Periductulére Reaktion, Peribiliare lymphozytére Entziindung. (c) K140VAp
Mannchen nach Transfer von 4x10 °OT1 CD8+ T Zellen, sowie (d) K140VAp Weibchen nach
Transfer von 4x10 ®OT1 CD8+ T Zellen.

Es stellte sich nun die Frage, ob die Entziindungsunterschiede in weiblichen und
méannlichen Empfangertieren organspezifisch fur die Leber sind oder auch weitere Organe
betreffen, in denen das Antigenpeptid exprimiert wird. Das Antigenpeptid der K140VAp
Maus wird als Transgen unter der Kontrolle des humanen Keratinozyten-spezifischen
Promotors (K14) exprimiert, welcher in epithelialen Zellen des Thymus, sowie der Haut,
des Osophagus und der Zunge aktiv ist [127]. Daher wurden histologische Schnitte dieser
Organe nach H&E Farbung zur Ermittlung des Entziindungsgrades verblindet von einem
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Pathologen bewertet. An Tag 8 nach Zelltransfer zeigte sich eine leichte Entzindung des
Osophagus, sowie vereinzelte Infiltrate in der Haut und der Zunge der Empfangertiere.
Zwischen den mannlichen und weiblichen Empfangertieren konnten jedoch keine
Unterschiede im Entziindungsgrad dieser Organe festgestellt werden (Abb. nicht gezeigt).
Dies lasst darauf schlieRen, dass sich die Unterschiede in der Entziindungsreaktion nach
Zelltransfer zwischen méannlichen und weiblichen K140OVAp Tieren nur organspezifisch fur

die Leber zeigen.

Neben den Serumtransaminasen sind anti-mitochondriale Antikérper (AMAS) ein weiteres
wichtiges Kriterium zur Krankheitsdiagnose der PBC oder zeigen ein erhebliches Risiko
an, innerhalb der kommenden 10-15 Jahre an PBC zu erkranken. Das Serum weiblicher
K140VAp Empfangertiere nach OT1 CD8+ Zelltransfer wies zu 50% AMA Spiegel Uber
den Schwellenwert des Tests von 30 RE/ml auf. Bei den mannlichen Tieren konnte

hingegen keine Erhéhung des AMA Spiegel gemessen werden (Tab.1).

Anzahl gesamt > 30 RE/ml <30 RE/ml %
K140vap ¢ 16 8 (40-160) 8 50
K14Ovap & 8 0 8 0

Tab.1) AMA Messung im Serum von K140VAp Weibchen un  d K140VAp Mannchen. Positiver
Schwellenwert liegt bei 30 RE/ml.
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3.1.1 Rekrutierung der transferierten Zellen

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass der Transfer von OT1 CD8+ T Zellen
geschlechts- und organspezifische Unterschiede in den mannlichen und weiblichen
K140OVAp Tieren induzierte. Es stellte sich nun die Frage, ob Unterschiede in der
Rekrutierung der transferierten OT1 CD8+ T Zellen in die Lebern der méannlichen und
weiblichen K140VAp Tiere hierfur verantwortlich sind. Durch Kreuzung der OT1
transgenen Tiere mit B6.SJL/BoyJ Tieren wurden Tiere generiert, welche neben dem
spezifischen OVA Rezeptor auf ihren CD8 Zellen zusatzlich konstitutiv das kongene
CD45.1 Allel exprimieren (Abb.8 a und b). Anhand des an der Zelloberflache exprimierten
CD45.1 Allels war es nun moglich, transferierte OT1 CD8+CD45.1+ T Zellen in den
Empfangertieren nach Transfer zu detektieren und diese von den endogenen
CD8+CD45.2+ T Zellen zu unterscheiden. Hierzu wurden aus den K140VAp
Empfangertieren nach OT1 CD8+CD45.1+ T Zelltransfer zu unterschiedlichen
Zeitpunkten Leber- und Milzzellen isoliert und die CD8+ T Zellen, sowie das CD45.1 Allel
der transferierten Zellen angefarbt. Die Bestimmung der prozentualen Zellzahlen erfolgte

mittels Durchflusszytometrie.
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Abb.8) (a) Expression des CD45.1 Allels auf CD8 T Z ellen der OT1xB6.SJL/BoyJ Maus.
(b) Expression des transgenen OVAp Rezeptors auf CD 8 T Zellen der OT1xB6.SJL/BoyJ

Maus
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An Tag 1, Tag 3 und Tag 5 nach Zelltransfer konnten keine Unterschiede in der
prozentualen Anzahl der CD8+CD45.1+ T Zellen in den Milz und Leberzellen zwischen
mannlichen und weiblichen K140VAp Empféangertieren festgestellt werden. An Tag 8
nach Zelltransfer stieg der Anteil der CD8+CD45.1+ T Zellen in der Milz und der Leber
deutlich an im Vergleich zu Tag 5. Unterschiede zwischen den méannlichen und weiblichen
Empfangertieren waren jedoch nicht zu verzeichnen (Abb.9). Dies deutet darauf hin, dass
die geschlechtsabhangigen Unterschiede der portalen Entzindung nicht durch
unterschiedliches Uberleben der transferierten Zellen oder deren unterschiedliche

Rekrutierung in die Leber der Empfangertiere erklart werden kann.
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Abb.9) Anzahl der CD8+CD45.1+ OT1 T Zellen in der ( a) Milz und (b) Leber von ménnlichen
(schwarz) und weiblichen (weil3) K140VAp Empfangerti  eren zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Transfer von 4x10 ° CD8+CD45.1+ OT1 T Zellen.
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3.1.2 Regulatorische T Zellfunktionen

Da die Rekrutierung der transferierten CD8+ OT1 T Zellen in die Leber bei mannlichen
und weiblichen K140VAp Tieren gleich ist, wurde untersucht, ob die Unterschiede der
Leberentzindung bei mannlichen und weiblichen K140VAp Empfangertieren auf
unterschiedlichen regulatorischen Funktionen von Immunzellen beruhen, welche eine
entziindungsdampfende Rolle haben. Die Gruppe um Alvarez fand heraus, dass in einem
Mausmodel der Autoimmunen Hepatitis die Anzahl der regulatorischen T Zellen in den
weiblichen Tieren signifikant verringert war im Vergleich zu den mannlichen Tieren. Auch
hier zeigte sich eine deutlich schlechtere Krankheitsprognose der weiblichen Tiere [128].
Um die Rolle der regulatorischen T Zellen im Mausmodell der portalen Entziindung zu
untersuchen, wurden Lymphozyten aus der Milz und der Leber isoliert und anschlieRend
mittels Durchflusszytometrie auf die Anzahl der regulatorischen T Zellen hin analysiert.
Hierzu wurden die Zellen anhand der Oberflachenmarker CD3+, CD4+, CD25+, sowie des
Transkriptionsfaktors FOXP3+ untersucht.

Nach Transfer der CD8+ OT1 T Zellen zeigte sich eine verminderte Anzahl der
regulatorischen Zellen an der gesamten Lymphozytenpopulation in der Milz, sowohl bei
den mannlichen (***p=0,0001), wie auch bei den weiblichen K140VAp Empféngertieren
(***p=0,0001) im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche anstelle der CD8+ OT1 T Zellen
PBS erhalten hatten. Zwischen den mannlichen und den weiblichen K140VAp Tieren
konnte nach Transfer der CD8+ OT1 T Zellen jedoch kein signifikanter Unterschied in der
Anzahl der Treg in der Milz verzeichnet werden (Abb.10a). Betrachtet man hingegen den
Anteil der Foxp3 exprimierenden CD4+ T Zellen in der Milz der K140VAp Mannchen
(*p=0,0112) und Weibchen (*p=0,0133), so war dieser nach CD8+ OT1 T Zelltransfer
signifikant erhdht im Vergleich zur jeweiligen PBS Kontrollgruppe. Die mannlichen und
weiblichen K140OVAp Tiere nach CD8+ OT1 T Zelltransfer wiesen im direkten Vergleich
jedoch keine Unterschiede in der Foxp3 Expression in der Milz auf (Abb.10b).

In der Leber zeigte sich ebenfalls eine verminderte Anzahl der regulatorischen Zellen an
der gesamten Lymphozytenpopulation, sowohl bei den mannlichen (***p=0,0007), wie
auch bei den weiblichen K140VAp Empfangertieren (***p=0,0001) im Vergleich zur
jeweiligen PBS Kontrollgruppe. Zwischen den méannlichen und den weiblichen K140VAp
Tieren konnte nach CD8+ OT1 T Zelltransfer kein signifikanter Unterschied in der Anzahl
der gesamten Treg Anzahl verzeichnet werden (Abb.10c). Auch der Anteil der Foxp3
exprimierenden CD4+ T Zellen in der Leber war in den K140VAp Mannchen und
Weibchen nach CD8+ OT1 T Zelltransfer im Vergleich zu ihrer jeweiligen PBS
Kontrollgruppe nicht signifikant verandert. Ebenso wies der Anteil der Foxp3 Expression
der CD4+ Leberlymphozyten der mannlichen und weiblichen K140VAp Tiere nach CD8+
OT1 T Zelltransfer im direkten Vergleich keine Unterschiede auf (Abb.10d). Somit war die
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Anzahl der regulatorische T Zellen und der Anteil der Foxp3 Expression der CD4+
Milzzellen und Leberlymphozyten in den méannlichen und weiblichen K140VAp

Empféangertieren nach CD8+ OT1 T Zelltransfer nicht signifikant verandert.
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Abb.10) Durchflusszytometrische Bestimmung der Anza hl regulatorischer T Zellen

mannlicher K140VAp (schwarze Punkte) und weiblicher

nach CD8+ OT1 T Zelltransfer im Vergleich zu PBS be
(schwarze Raute) und PBS behandelten K140VAp Weibch
CD4+CD25+Foxp3+ Zellen an der gesamten Lymphozytenp

K140VAp (weilRe Punkte) Tiere
handelten K140VAp Mannchen
en (weiRe Raute) (a) Anteil der
opulation der Milz. (b) Anteil der
Anteil der CD4+CD25+Foxp3+ Zellen an
der gesamten Lymphozytenpopulation der Leber. (d) A
CD4+ Zellen in der Leber (***p<0,0001; *p<0,0133).

Foxp3+ Expression der CD4+ Zellen in der Milz. (c)

nteil der Foxp3+ Expression der
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3.1.3 T Zell Effektorfunktionen

Da sowohl die Rekrutierung der transferierten CD8+ OT1 T Zellen in die Leber bei
mannlichen und weiblichen K140VAp Tieren gleich zu sein schien und auch keine
Unterschiede in der Anzahl der regulatorischen Zellen festgestellt werden konnte, wurde
untersucht, ob die Unterschiede der Leberentzindung zwischen mannlichen und
weiblichen K140VAp Empfangertieren auf unterschiedlichen Effektorfunktionen der T
Zellen in Leber und Milz beruhen. Hierfir wurden OT1 CD8+ T Zellen in K140VAp
Mannchen und Weibchen transferiert und die Zellen nach 8 Tagen isoliert. Es folgte eine
antigenunspezifische Restimulation der Leberlymphozyten und der Milzzellen. Nach 24
Stunden wurden die Uberstande geerntet und die IFNy Spiegel per ELISA ermittelt. Die
von Milzzellen sezernierte IFNy Menge unterschied sich nicht zwischen mannlichen und
weiblichen K140OVAp Tieren. Die restimulierten Leberlymphozyten der maénnlichen
K140VAp Tiere sezernierten jedoch signifikant héhere Mengen an IFNy verglichen mit
den restimulierten Leberlymphozyten der weiblichen K14OVAp Tiere (**p=0,0038)
(Abb.11). Somit unterscheiden sich die Effektorfunktionen der mé&nnlichen und weiblichen
K14OVAp Tiere nach CD8+ OT1 T Zellentransfer in der erh6hten Sekretion von IFNy
durch Leberlymphozyten méannlicher K140OVAp Tiere.

60000- — p=0,0038 —
50000-

40000+

30000+

IFNy[pg/ml]

20000+

100004

Abb.11) ELISA Messung von IFN y nach Restimulation von Milzzellen (schraffiert) od  er
Leberzellen (unschraffiert) mit aCD3/aCD28 an Tag 8 nach Transfer von 4x10 ® OT1 CD8+T
Zellen. Dargestellt ist die Menge an sezerniertem |  FNy in pg/ml der K140VAp Mé&nnchen
(schwarz schraffiert) und K140VAp Weibchen (wei sc  hraffiert) (**p<0,0038).

50



Ergebnisse

Um genauer zu verifizieren, welche der Immunzellen hierbei vermehrt IFNy ausschiitten,
wurden die isolierten Leberlymphozyten und Milzzellen mit PMA/lonomycin restimuliert
und eine Oberflachenfarbung, sowie eine intrazellulare Farbung durchgefihrt. Es zeigte
sich, dass die CD8+ T Zellen, die CD4+ T Zellen und die NKT Zellen der Milz bei
mannlichen und weiblichen K140VAp Tieren zu gleiche Anteilen IFNy sekretierten
(Abb.12). Die CD8+ T Zellen der Leber wiesen bei K140OVAp Mannchen einen signifikant
hoéheren Anteil an IFNy produzierenden Zellen auf als bei K140VAp Weibchen
(***p=0,0006). Der Anteil der IFNy produzierenden CD4+ Leberlymphozyten aus
mannlichen und weiblichen Tiere war gleich hoch. Der Anteil der IFNy sekretierenden
NKT Zellen der mannlichen K140VAp Leberlymphozyten war hingegen wieder signifikant
héher, verglichen mit den Leberlymphozyten der weiblichen K140VAp Tiere (***p=0,0001)
(Abb.12). Somit zeigte sich, dass die CD8+ und die NKT Leberlymphozyten der
mannlichen Tiere zu einem hodheren Anteil IFN produzierten, verglichen mit den
Leberlymphozyten aus den weiblichen K140VAp Tieren. Dieses Ergebnis deckt sich mit
den signifikant héheren IFNy Mengen im ELISA der restimulierten Leberlymphozyten der
mannlichen K140VAp Tiere.
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Abb.12) Durchflusszytometrische Bestimmung der intr azellularen IFN y Produktion
Vergleich der IFN y produzierenden (a) CD8+ T Zellen, (b) CD4+ T Zelle n und (c) NKT Zellen
aus Milz (schraffierte Balken) oder Leber (gefillte Balken) mannlicher (schwarz) und
weiblicher (weiR) K140OVAp Tiere (***p<0,0006).

Der Anteil der IFNy produzierenden CD8+ Leberlymphozyten der ménnlichen K140VAp
Tiere war signifikant erhoht im Vergleich zu dem der weiblichen K140VAp Tiere. Durch
Verwendung von CD8+CD45.1+ OT1 T Zellen war es maoglich, die Effektorfunktionen der
transferierten CD8+CD45.1+ OT1 T Zellen von denen der endogenen CD8+CD54.2+ T
Zellen der K140OVAp Empfangertiere zu unterscheiden. Es zeigte sich, dass der Anteil der
IFNy bildenden CD8+CD45.1+ OT1 Milzzellen bei mannlichen und weiblichen K140VAp
Tieren gleich hoch war. Auch der Anteil an IFNy bildenden CD8+CD45.2+ Milzzellen war
bei mannlichen und weiblichen K140OVAp Tieren gleich hoch. Der Anteil der IFNy
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bildenden CD8+CD45.1+ OT1 T Zellen in der Leber der mé&nnlichen und weiblichen
K140VAp Tiere unterschied sich ebenfalls nicht. Hingegen war der Anteil der IFNy
bildenden CD8+CD45.2+ OT1 T Zellen aus den Lebern méannlicher K140VAp Tiere
signifikant erhéht im Vergleich zum Anteil der CD8+CD45.2+ OT1 T Zellen aus Lebern
der weiblichen K140OVAp Tiere (**p=0,0016) (Abb.13). Somit zeigte sich in den
mannlichen und weiblichen K140VAp Empfangertieren nach Zelltransfer nur ein
Unterschied in den Effektorfunktionen der endogenen CD8+CD45.2+ Leberlymphozyten
und nicht in den Effektorfunktionen der transferierten CD8+CD45.1+ OT1 T Zellen.
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Abb.13) Durchflusszytometrische Bestimmung der IFN y Bildung durch transferierte
CD8+CD45.1+ OT1 T Zellen (schraffiert) im Vergleich  zu endogenen CD8+CD45.2+ T Zellen
von K140VAp Tieren (unschraffiert). Dargestellt ist der Anteil der IFN y bildenden Zellen
mannlicher K140VAp Tiere (schwarz) und weiblicher K 140VAp Tiere (weil3) (a) in der Milz
und (b) in der Leber (**p<0,0016).
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3.1.4 Einfluss der Sexualhormone auf die portale En  tziindung in K140VAp Tieren

Nach Analyse der Effektorfunktionen und der regulatorischen Funktion stellte sich
weiterhin die Frage, was die geschlechtsabhangigen Unterschiede der portalen
Entzindung reguliert. Ein Unterschied zwischen den Geschlechtern besteht darin, dass
die Menge an produzierten und freien Sexualhormonen, sowie die Reaktivitat des Kérpers
auf die Sexualhormone, stark variiert. Um einen mdoglichen Einfluss der Sexualhormone
Ostrogen und Testosteron auf die geschlechtsspezifischen Unterschiede der
Leberentzindung der mannlichen und weiblichen K14OVAp Tiere zu untersuchen,
wurden mannliche K140VAp Tiere im Alter von 4 Wochen kastriert. Zusatzlich wurde
nach Kastration ein Ostrogenpellet implantiert, welches konstant eine Hormondosis von
0,36 mg/Tag abgab. Weiblichen K140VAp Tieren wurde hingegen im Alter von 4 Wochen
ein Testosteronpellet implantiert, welches ebenfalls eine definierte Menge an Hormon (1,5
mg/Tag) abgab. 4 Wochen nach Beginn der jeweiligen Hormonbehandlung wurde ein
OT1 CD8+ T Zelltransfer durchgefiihrt und die Tiere an Tag 8 nach Zelltransfer analysiert.
Zur Bestimmung der histologischen Entziindung nach Hormongabe und Zelltransfer
wurden H&E geféarbte histologische Schnitte zur Ermittlung des Entzindungsgrades der
Leber angefertigt und nach einem Entzindungsscore (mHAI) bewertet. Die Kastration und
Ostrogengabe fiihrte in den ménnlichen K140VAp Tieren zu einer deutlichen Entziindung
in der Leber im Vergleich zu den nicht vorbehandelten K140VAp Mannchen (**p=0,0011).
Die Leberentziindung der mit Testosteron vorbehandelten Weibchen war signifikant
geringer im Vergleich zu den nicht vorbehandelten K140VAp Weibchen (***p=0,0001)
(Abb.14). Dies lasst darauf schlieRen, dass die Hormongabe einen Einfluss auf die

geschlechtsabhangigen Unterschiede der portalen Entziindung hat.
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Abb.14) Histologische Bewertung der Leberentziindung anhand eines histologischen mHAI

Scores von Mauslebern an Tag 8 nach Transfer von 4x 10° CD8+ OT1 T Zellen in K140VAp
Mannchen (schwarze Punkte) im Vergleich zu kastrier  ten und mit Ostrogen behandelten

Mannchen (schwarze Dreiecke), sowie K140VAp Weibche n (weie Punkte) im Vergleich zu
mit Testosteron behandelten K140VAp Weibchen (weil3e Dreiecke)(***p<0,0001;**p<0,0011).

Um den Einfluss der Hormon Vorbehandlung auf die Rekrutierung der CD8+ T Zellen in
die Lebern der K140VAp Empfangertiere zu untersuchen, wurden CD8+CD45.1+ OT1
Zellen in die entsprechend vorbehandelten Empfangertiere transferiert. An Tag 8 nach
Transfer wurden die Milz- und Leberzellen isoliert und die transferierten Zellen durch
Farbung des CD8 und des CD45.1 Molekils nachgewiesen. Die Bestimmung der
prozentualen Zellzahlen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die Milzzellen der
kastrierten K140OVAp Tiere mit Ostrogengabe wiesen keinen Unterschied in der
prozentualen Anzahl ihrer CD8+CD45.1+ T Zellen im Vergleich zu den nicht
vorbehandelten transferierten K140VAp Mannchen auf (Abb.15a). In der Leber kam es
ebenfalls zu keinem signifikanten Anstieg an CD8+CD45.1+ T Zellen in den kastrierten
Ostrogen behandelten K140VAp Mannchen im Vergleich zu den unbehandelten
K140VAp Mannchen (Abb.15b). Die mit Testosteron vorbehandelten K140VAp Weibchen

zeigten prozentual gleiche Mengen an CD8+CD45.1+ T Zellen in der Milz im Vergleich zu
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den nicht vorbehandelten K140VAp Weibchen (Abb.15a). Der prozentuale Anteil der
CD8+CD45.1+ T Zellen in der Leber der mit Testosteron vorbehandelten K140OVAp
Weibchen entsprach ebenfalls dem Anteil der nicht vorbehandelten K140VAp Weibchen
(Abb.15b). Das Ergebnis zeigte, dass die Vorbehandlung mit Hormonen keinen Einfluss
auf die Rekrutierung und das Uberleben der transferierten CD8+ T Zellen in Leber und
Milz hatte und deutet darauf hin, dass die geschlechtsabhangigen Unterschiede der

portalen Entztindung dadurch nicht erklart werden kénnen.
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Abb.15) Anzahl der OT1 CD8+CD45.1+ T Zellen in der (a) Milz und (b) Leber an Tag 8 nach
Transfer von 4x10 ° OT1 CD8+CD45.1+ T Zellen. Dargestellt sind K140VAp  Mannchen
(schwarz), kastrierte und mit Ostrogen vorbehandelt e K140VAp Mannchen (dunkelgrau),
K140VAp Weibchen (weil3), sowie mit Testosteron vorb  ehandelte K140VAp Weibchen
(hellgrau).

56



Ergebnisse

3.1.5 Einfluss von Sexualhormonen auf regulatorisch e T Zellfunktionen

Da die Hormonvorbehandlung keinen Einfluss auf die Rekrutierung der transferierten
Zellen hatte, sollte festgestellt werden, ob die Behandlung mit Hormonen eventuell einen
Einfluss auf die Anzahl der regulatorischen T Zellen in Leber und Milz hatte. Hierfur
wurden nach OT1 CD8+ T Zelltransfer Lymphozyten aus der Milz und der Leber von
kastrierten und mit Ostrogen vorbehandelten K140VAp Mannchen und von mit
Testosteron vorbehandelten K140VAp Weibchen isoliert. Anschlielend wurde mittels
Durchflusszytometrie die Anzahl der regulatorischen T Zellen anhand der
Oberflachenmarker CD3+, CD4+, CD25+, sowie des Transkriptionsfaktors FOXP3+
untersucht.

Der Treg Anteil an der der gesamten Lymphozytenpopulation in der Milz war bei
kastrierten und mit Ostrogen vorbehandelten K140VAp Tieren im Vergleich zu den
mannlichen nicht vorbehandelten K140VAp Tieren unverandert. Auch die mit Testosteron
vorbehandelten Weibchen wiesen den gleichen Anteil an Tregs in der Milz im Vergleich zu
den weiblichen nicht vorbehandelten K140VAp Tieren auf (Abb.16a). Betrachtet man den
Anteil der Foxp3 exprimierenden CD4+ T Zellen in der Milz, so war dieser in den nicht
vorbehandelten K140VAp Mannchen im Vergleich zu den kastrierten und mit Ostrogen
vorbehandelten Tiere signifikant erh6ht (***p=0,0001). Die Foxp3 Expression der CD4
Milzellen der mit Testosteron vorbehandelten Weibchen im Vergleich zu den nicht
vorbehandelten K140VAp Weibchen war hingegen nicht verdndert (Abb.16Db).

In der Leber war die Anzahl der regulatorischen Zellen an der gesamten
Leberlymphozytenpopulation bei kastrierten und mit Ostrogen vorbehandelten K140VAp
Mannchen im Vergleich zu den nicht vorbehandelten mannlichen K140VAp Tieren nicht
verandert. Auch die mit Testosteron vorbehandelten Weibchen wiesen den gleichen Anteil
an gesamt Tregs in der Leber im Vergleich zu den nicht vorbehandelten weiblichen
K140VAp Tieren auf (Abb.16c).

Der Anteil der Foxp3 exprimierenden CD4+ T Zellen in der Leber der nicht
vorbehandelten K140VAp Mannchen im Vergleich zu den kastrierten und mit Ostrogen
vorbehandelten Tiere war gleich. Die Foxp3 Expression der CD4 Leberlymphozyten der
mit Testosteron vorbehandelten Weibchen im Vergleich zu den weiblichen K140VAp
Tieren war ebenfalls nicht verédndert (Abb.16d). Somit hatte die Vorbehandlung mit
Hormonen keinen Einfluss auf die Anzahl der regulatorischen T Zellen und den Anteil der

Foxp3 Expression der Leberlymphozyten.
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Abb.16) Durchflusszytometrische Bestimmung der Anza

vorbehandelten K140VAp Mannchen (schwarze Punkte),

vorbehandelten K140VAp Mannchen (schwarze Dreiecke)

ndelten K140VAp Weibchen (weilRe
der gesamten Lymphozytenpopulation
Zellen in der Milz. (c) Anteil der

Weibchen (weiRe Punkte) und mit Testosteron vorbeha
Dreiecke) (a) Anteil der CD4+CD25+Foxp3+ Zellen an

der Milz. (b) Anteil der Foxp3+ Expression der CD4+
CD4+CD25+Foxp3+ Zellen an der gesamten Lymphozytenp

der Foxp3+ Expression der CD4+ Zellen in der Leber

hl regulatorischer T Zellen aus nicht

kastrierten und mit Ostrogen
nicht vorbehandelten K140VAp

opulation der Leber. (d) Anteil

(**p=0,0001).
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3.1.6 Einfluss von Sexualhormonen auf T Zelleffekto rfunktionen

Da die Hormonvorbehandlung keinen Einfluss auf die Rekrutierung der transferierten
CD8+ OT1 T Zellen hatte und auch keine Unterschiede in der Anzahl der regulatorischen
Zellen festgestellt werden konnte, sollte festgestellt werden, ob die Behandlung mit
Hormonen eventuell einen Einfluss auf die Effektorfunktionen in Leber und Milz hatte.
Hierfur wurden einerseits kastrierte und mit Ostrogen vorbehandelte K140OVAp Mannchen
und andererseits mit Testosteron vorbehandelte K140VAp Weibchen 8 Tage nach
Transfer von CD8+CD45.1+ OT1 T Zellen untersucht. Isolierte Milzzellen und
Leberlymphozyten wurden mit aCD3/aCD28 stimuliert und die Uberstande nach 24
Stunden geerntet und die IFNy Menge mittels ELISA Messung bestimmt. Die sezernierte
IFNy Menge der Milzellen aus kastrierten und mit Ostrogen vorbehandelten K140VAp
Mannchen war im Vergleich zu den Milzzellen aus nicht vorbehandelten K140VAp
Méannchen nicht verandert. Auch die mit Testosteron vorbehandelten K140VAp Weibchen
wiesen keine veranderte IFNy Sekretion durch Milzzellen im Vergleich zu den nicht
vorbehandelten K140VAp Weibchen auf. Die restimulierten Leberlymphozyten aus nicht
vorbehandelten K140VAp Mannchen sezernierten jedoch signifikant hdhere Mengen an
IFNy, verglichen mit den restimulierten Leberlymphozyten aus kastrierten und mit
Ostrogen vorbehandelten K140VAp Méannchen (*p=0,0071). Auch die aus der Leber
isolierten Lymphozyten der mit Testosteron vorbehandelten Weibchen sezernierten
signifikant héhere Mengen an IFNy im Vergleich zu den nicht vorbehandelten K140VAp
Weibchen (*p=0,0220) (Abb.17). Somit zeigte sich, dass die Hormonvorbehandlung einen
Effekt auf die Effektorfunktionen der Leberlymphozyten hatte, indem, im Vergleich zu den
jeweils nicht vorbehandelten Kontrolltieren, die Kastration und Ostrogengabe bei
K140VAp Mannchen die IFNy Sekretion verringerte und die Testosteron Vorbehandlung
bei K140OVAp Weibchen die IFNy Sekretion erhohte.
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Abb.17) IFNy Sekretion durch (a) Milzzellen (schraffierte Balke  n) und (b) Leberlymphozyten
(gefullte Balken) an Tag 8 nach Transfer von OT1 CD 8+CD45.1+ T Zellen.

Dargestellt ist die Menge an sezerniertem IFN y in pg/ml aus nicht vorbehandelten K140VAp
Mannchen (schwarz), kastrierten und mit Ostrogen vo  rbehandelten K140VAp Mannchen
(dunkelgrau), nicht vorbehandelten K140OVAp Weibchen (wei3) und mit Testosteron
vorbehandelten K140VAp Weibchen (hellgrau) (**p<0,0  071;*p<0,0220).

Um genauer zu bestimmen, ob auch die Effektorfunktion der Immunzellen durch die
Hormon Vorbehandlung beeinflusst wurden, wurden die isolierten Leberlymphozyten und
Milzzellen mit PMA/lonomycin restimuliert und eine CD8 und NKT Oberflachenfarbung,
sowie eine intrazellulare IFNy Farbung durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass der Anteil der
IFNy bildenden CD8+ Milzzellen und der Anteil an IFNy bildenden NKT Milzzellen in den
nicht vorbehandelten K140VAp Maiannchen und den kastrierten und mit Ostrogen
vorbehandelten Tieren gleich hoch war. Bei den mit Testosteron vorbehandelten
Weibchen war der Anteil an IFNy bildenden CD8+ T Zellen und der Anteil der IFNy
bildenden NKT Zellen der Milz signifikant héher im Vergleich zu den nicht vorbehandelten
K14OVAp Weibchen (*p<0,0158).

Der Anteil der IFNy bildenden CD8+ Leberlymphozyten der nicht vorbehandelten
K140VAp Mannchen war signifikant héher im Vergleich zum Anteil der kastrierten und mit
Ostrogen vorbehandelten Tiere (**p=0,0057). Ebenso war der Anteil der IFNy bildenden
NKT Zellen der Leber aus nicht vorbehandelten K140VAp Méannchen im Vergleich zum
Anteil der kastrierten und mit Ostrogen vorbehandelten K140VAp Tiere signifikant erhoht
(*p=0,0419). Der Anteil der IFNy bildenden CD8+ Leberlymphozyten der nicht
vorbehandelten K140VAp Weibchen war signifikant erniedrigt im Vergleich zum Anteil der

mit Testosteron vorbehandelten Tiere (**p=0,0090). Ebenso war auch der Anteil der IFNy
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bildenden NKT Zellen aus der Leber nicht vorbehandelter K140VAp Weibchen signifikant
niedriger im Vergleich zum Anteil der mit Testosteron vorbehandelten K140VAp Tiere
(***p=0,0006) (Abb.18a+b). Somit zeigte sich, dass die Hormon Vorbehandlung auch
einen Einfluss auf die untersuchten Immunzellen hatte, indem der Anteil der IFNy
bildenden CD8+ und NKT Leberlymphozyten nach Kastration und Ostrogengabe bei
K140VAp Mannchen geringer und nach Testosteron Vorbehandlung bei K140OVAp

Weibchen héher war, im Vergleich zur jeweils nicht vorbehandelten Kontrollgruppe.

a)
Leber Kastrierte Leber Testosteron <
p=0,0057 | p=0,0090
Leber Mannchen Leber Weibchen < |—|
Milz Kastrierte Milz Testosteron <
| p=0,0124
Milz M&nnchen Milz Weibchen -m
T — T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
%IFNy von CD8+ %IFNy von CD8+
Leber Kastrierte Leber Testosteron o
p=0,0419 | p=0,0006
Leber Mannchen Leber Weibchen 4 |—|
Milz Kastrierte Milz Testosteron <
| p=0,0158
Milz Méannchen Milz Weibchen -m
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%IFNy von NKT+ % IFNy von NKT+

Abb.18) Durchflusszytometrische Bestimmung des Ante ils IFNy produzierender (a) CD8+ T
Zellen und (b) NKT Zellen in Milz (schraffierte Bal ken) und Leber (gefillte Balken).
Dargestellt sind nicht vorbehandelte K140VAp Mannch  en (schwarz), kastrierte und mit
Ostrogen vorbehandelte K140VAp Méannchen (dunkelgrau ), nicht vorbehandelte K140VAp
Weibchen (weil3) und mit Testosteron vorbehandelte K  140VAp Weibchen (hellgrau)
(***p<0,0006, **p<0,0057, *p<0,0158).
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Neben dem Einfluss der Hormon Vorbehandlung auf die Effektorfunktionen der OT1
CD8+ CD45.1+ T Zellen, wurde auch die Effektorfunktion der endogenen CD8+CD45.2+
T Zellen der K140VAp Empfangertiere analysiert. Es zeigte sich, dass bei den K140VAp
Mannchen im Vergleich zu den kastrierten und mit Ostrogen vorbehandelten K140VAp
Tieren der Anteil der IFNy bildenden CD8+CD45.1+ Milzzellen und der Anteil der IFNy
bildenden CD8+CD45.2+ Milzzellen gleich hoch war. Auch bei den nicht vorbehandelten
K140VAp Weibchen und den mit Testosteron vorbehandelten K140VAp Weibchen
zeigten sich keine Unterschiede im Anteil der IFNy bildenden CD8+CDA45.1+ Milzzellen
und dem Anteil der IFNy bildenden CD8+CD45.2+ Milzzellen (Abb. nicht gezeigt).

Bei isolierten Leberlymphozyten aus unbehandelten K140VAp Mannchen war der Anteil
der IFNy produzierenden CD8+CD45.1+ Zellen signifikant erhéht im Vergleich zu den
kastrierten und Ostrogen vorbehandelten Mannchen (*p=0,015). Ebenso war der Anteil
der IFNy bildenden endogenen CD8+CD45.2+ Leberlymphozyten in den nicht
vorbehandelten K140VAp Mannchen signifikant erhdht, verglichen mit den kastrierten
und Ostrogen vorbehandelten K140VAp Tieren (**p=0,0082) (Abb.19a). Die isolierten
Leberlymphozyten aus unbehandelten K140VAp Weibchen wiesen signifikant geringere
Anteile an IFNy bildenden CD8+CD45.1+ Zellen im Vergleich zu den mit Testosteron
vorbehandelten K140VAp Weibchen auf (*p=0,0335). Ebenso war der Anteil der IFNy
bildenden endogenen CD8+CD45.2+ Leberlymphozyten in den nicht vorbehandelten
K140VAp Weibchen signifikant niedriger im Vergleich zu den mit Testosteron
vorbehandelten K140VAp Weibchen (**p=0,0096) (Abb.19b). Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Hormon Vorbehandlung einen Einfluss auf die Effektorfunktionen der
endogenen CD8+CD45.2+, sowie der CD8+CD45.1 Leberlymphozyten hatte. So war der
Anteil der IFNy bildenden CD8+CD45.2+ und der CD8+CDA45.1+ Leberlymphozyten nach
Kastration und Ostrogengabe bei K140VAp Mannchen geringer und nach Testosteron
Vorbehandlung bei K140OVAp Weibchen hoher, im Vergleich zur jeweils nicht

vorbehandelten Kontrollgruppe.
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Abb.19) Durchflusszytometrische Bestimmung der IFN y Bildung durch transferierte OT1
CD8+CD45.1+ T Zellen (schraffiert) im Vergleich zu  endogenen CD8+CD45.2+ T Zellen von
K140VAp Tieren (unschraffiert). Dargestellt ist der Anteil der IFN vy bildenden
Leberlymphozyten aus (a) nicht vorbehandelten K140V  Ap Mannchen (schwarz) und
kastrierten mit Ostrogen vorbehandelten K140VAp Man  nchen (weiR) und der Anteil der IFN vy
bildenden Leberlymphozyten aus (b) nicht vorbehande Iten K140VAp Weibchen (schwarz)
und mit Testosteron vorbehandelten K140VAp Weibchen (weil3) (**p<0,0096, *p<0,0335).

3.2 MDR2-/- Mausmodell einer primar nicht autoimmun bedingten portalen
Entziindung

Neben dem K140OVAp Modell fiir eine portale antigenabhéngige Entziindung, sollte, als
weiteres Modell einer primar nicht autoimmmun bedingten Entziindung, Tiere der MDR2-/-
Linie analysiert werden. Die MDR2-/- Tiere gelten als gut etabliertes Tiermodell einer
entziindlich sklerosierenden Cholangitis. Die Tiere entwickeln aufgrund einer gerichteten
Deletion des MDR2 (Abcb4) Gens der phospholipid Flipase spontan eine sklerosierende
Cholangitis mit makroskopischen und mikroskopischen Eigenschaften der humanen PSC,
wie extra- und intrahepatische bilidre Stenose, konzentrische periduktale Fibrose und
fokale Obliteration der Gallengdnge [36-38]. Um den Grad der Entziindung und den
Verlauf der Fibrose in der Leber zu ermitteln, wurden Tiere zu unterschiedlichen

Zeitpunkten getdtet und die Serumtransaminasen bestimmt. Da sich im K140OVAp
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Mausmodell deutliche geschlechtsspezifische Unterschiede zeigten, wurde auch bei der
Analyse der MDR2-/- Tiere auf das Geschlecht der untersuchten Tiere geachtet. Es
zeigte sich, dass die Transaminasenwerte der weiblichen MDR2-/- Tiere ab einem
Tieralter von 5 Wochen signifikant im Vergleich zu den mannlichen Mdr2-/- Tiere gleichen
Alters anstiegen (*p<0,05,**p<0,009,***p<0,007) (Abb.20). Dieses Ergebnis deutet darauf
hin, dass sich auch im MDR2-/- Modell geschlechtsspezifische Unterschiede in der

Entzndungsreaktion der Leber zeigen.
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Abb.20) Serumtransaminasen (ALT in U/l) von MDR2-/-  Weibchen (graue Linie) im Vergleich
zu MDR2-/- Mannchen (schwarze Linie) zu verschieden en Zeitpunkten des Lebensalters in

Wochen (*p<0,05,**p<0,009,***p<0,007).

Die erhohten Transaminasenwerte der weiblichen MDR2-/- lie3en auf eine verstarkte
Leberschadigung in diesen Tieren im Vergleich zu der mannlichen Gruppe schlieRen. Um
dies zu bestatigen wurden histologische Leberschnitte angefertigt und eine H&E Farbung
zur Ermittlung des Entziindungsgrades und eine Sirius Rot Farbungen zur Bestimmung
der Fibrose Entwicklung angefertigt. Die weiblichen Tiere zeigten deutliche Entziindungen
in der Gallengangsumgebung (Abb. 21a). Zudem hatte sich in den weiblichen MDR2-/-

Tieren in einem Alter von 17 Wochen eine deutliche konzentrische periduktale Fibrose
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entwickelt (Abb. 21b). Auch die mannlichen Tiere wiesen deutliche Entziindungsinfiltrate
und eine entstehende konzentrische periduktuale Fibrose in einem Alter von 17 Wochen
auf. Die Auspragung der Entziindung war in den 17 Wochen alten MDR2-/- Mannchen
jedoch wesentlich schwacher ausgepragt als bei weiblichen MDR2-/- Tieren gleichen
Alters. Ebenso war auch die Auspragung der Fibrose in den 17 Wochen alten MDR2-/-
Mannchen im Vergleich zu weiblichen MDR2-/- Tieren gleichen Alters deutlich geringer
(Abb.21). Somit kam das MDR2-/- Modell, neben dem K140VAp Modell, als weiteres in

vivo Modell fiir die Bearbeitung der Fragestellung dieser Arbeit in Betracht.
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Abb.21) (a) H&E Farbung zur Ermittlung der Entzindu ng und (b) Sirius Rot Farbung zur
Ermittlung des Fibrosegrades in MDR2-/- Tieren zu v  erschiedenen Zeitpunkten des
Lebensalters in Wochen (10 fache Vergro3erung).
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3.3 Wiederherstellung der immunologischen Toleranz in der Leber durch den
Transfer von regulatorischen T Zellen (Treg) im MDR  2-/- Modell einer primar nicht
autoimmun bedingten Leberentziindung

Die Wiederherstellung der immunologischen Toleranz in der Leber durch die Applikation
von regulatorischen T Zellen stellt ein attraktives therapeutisches Konzept dar. Aus
diesem Grund sollte der Effekt adoptiv transferierter Treg auf die sich spontan
entwickelnde sklerosierende Cholangitis in den MDR2-/- Tiere untersucht werden. Hiefur
sollten nTreg Zellen aus Spendertieren der WT Linie isoliert werden und adoptiv in
MDR2 -/- Empféangertiere transferiert werden. Um auszuschliel3en, dass es sich bei den
transferierten Zellen um aktivierte T Zellen handelte, wurden die isolierten CD4°'CD25"*
Zellen auf den regulatorischen T  Zellmarker Foxp3 untersucht. Mittels
Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass 98,6% der CD4°'CD25" T Zellen Foxp3
positiv waren (Abb.22).
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Abb.22) Durchflusszytometrische Bestimmung der Rein heit isolierter nTreg Zellen.
Dargestellt ist auf der y-Achse die CD4 Expression und auf der x-Achse die Foxp3

Expression der Zellen.

Den MDR2-/- Tieren wurden, entsprechend des Zelltransferprotokolls (Abb.23), dreimalig
im Abstand von zwei Wochen regulatorische T Zellen aus FVB WT Tieren transferiert.
Neben der Kontrollgruppe, welcher PBS anstelle von Zellen verabreicht wurde, wurde
noch eine weitere Kontrollgruppe eingefiihrt, welche anstelle der Treg dreimalig 1x10°
CD4+CD25- Effektorzellen erhielten.
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Zelltransferprot okoll:
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Abb.23) Schema fur den FVB- WT Treg Transfer in MDR  2-/- Weibchen

Da sich deutliche Unterschiede zwischen der Entziindung und der Fibrose der ménnlichen
und weiblichen Tiere zeigten (siehe Abb.23) wurde bei den Transferversuchen auf ein
einheitliches Geschlecht der Empféangertiere geachtet. Augrund der gerichteten Deletion
gegen das MDR2 (Abcb4) Gens wiesen die MDR2-/- Tiere bereits sehr frih eine starke
Leberentziindung auf, so dass der erste Treg Transfer bereits im Alter von 2 Wochen
durchgefuhrt wurde. Im Tieralter von 8 Wochen erfolgte die Analyse der
Serumtransaminasen der transferierten Tiere und der Kontrollgruppen. Nach dreimaligem
FVBWildtyp Treg Transfer konnte zwischen den Kontrollgruppen und den mit nTreg Zellen
transferierten Tieren kein signifikanter Unterschied der Serumtransaminasen festgestellt
werden (Abb.24). Das Ergebnis deutet darauf hin, dass der Transfer der FVB Wildtyp
nTreg keinen Einfluss auf die entzundliche sklerosierende Cholangitis der MDR2-/- Tiere
hatte.
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Abb.24) Serumtransaminasenwerte (ALT in U/l) in wei blichen MDR2-/- Tieren nach
Zelltransfer von CD4+CD25- Zelltransfer (grau) und  FVB Wildtyp Treg Transfer (schwarz) im
Vergleich zur PBS behandelten Kontrollgruppe (weif3)
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Es stellte sich die Frage, ob die transferierten FVB WT nTreg geeignet waren, einen
Effekt auf die Entziindungsreaktion in der Leber der MDR2-/- Tiere zu bewirken, da sie
zum Zeitpunkt des Transfers nicht aktiviert waren. Weil es sich beim MDR2-/- Model um
eine primé&r nicht Antigen bedingte portale Entziindung handelt, konnten wir die isolierten
Treg nicht antigenspezifisch voraktivieren. Um trotzdem eventuell voraktivierte Treg zu
transferieren, wurden nTreg aus erkrankten MDR2-/- Tieren fur den Transfer isoliert. Da
das MDR2-/- Modell deutliche geschlechtspezifische Unterschiede aufweist, kénnten
neben der Aktivierung der transferierten regulatorischen Zellen auch Unterschiede in der
Effizienz der regulatorischen Zellen entscheidend fir die fortschreitende Auspragung der
Erkrankung sein. Um mdogliche geschlechtsspezifische Effekte adoptiv transferierter Treg
zu berlcksichtigen, wurde sowohl bei den Spendertieren als auch bei den
Empfangertieren auf ein einheitliches Geschlecht geachtet. Die Analyse der
Serumtransaminasen erfolgte im Tieralter von 8 Wochen.

Nach Transfer von Treg aus weiblichen MDR2-/- Spendertieren in mannliche MDR2-/-
Empfangertiere zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Serumtransaminasen zu
den Tieren der Kontrollgruppen (Abb.25a). Durch den Transfer von MDR2-/- Treg aus
mannlichen Spendertieren in weibliche MDR2-/- Empféangertiere kam es ebenfalls zu
keinem signifikanten Unterschied zu den Kontrollgruppen (Abb.25b). Auch der Transfer
von MDR2-/- Treg aus weiblichen Spendertieren in weibliche MDR2-/- Empféangertiere
fuhrte zu keinem signifikanten Unterschied zu den Kontrollgruppen (Abb.25c). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch der Transfer von nTreg aus bereits erkrankten
Spendertieren nicht ausreichte, um einen Einfluss auf die bestehende portale Entziindung
der Empfangertiere zu haben. Auch konnten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede

in der Effizienz der transferierten regulatorischen T Zellen nachgewiesen werden.
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Abb.25) Serumtransaminasen (ALT in U/l) in MDR2-/- Tieren nach Zelltransfer von
CD4+CD25- Zellen (grau) oder Treg (schwarz) im Verg leich zur PBS behandelten
Kontrollgruppe (weil3). Dargestellt ist (a) der Tran  sfer von nTreg aus weiblichen MDR2-/-
Tieren in mannliche MDR2-/- Empfangertiere. (b) Der Transfer von nTreg isoliert aus
mannlichen MDR2-/- Tieren in weibliche MDR2-/- Empf  angertiere. (c) Der Transfer von nTreg

aus weiblichen MDR2-/- Tieren in weibliche MDR2-/-  Empfangertiere.

Da der Transfer isolierter FVB WT nTreg und der Transfer isolierter MDR2-/- nTreg keine
Verbesserung der portalen Entziindung zur Folge hatte, stellten wir uns die Frage, ob eine
Erhéhung der Anzahl und eine Steigerung der Funktionalitat der transferierten Treg die
Entzindungsreaktion positiv beeinflussen koénnte. Hierfir sollte die Wirkung des
Immunsuppressivums Rapamycin auf die sich spontan entwickelnde sklerosierende
Cholangitis der MDR2-/- Tiere untersucht werden. Hierzu wurden den MDR2-/- Tieren ab
einem Alter von 2 Wochen taglich Rapamycin (1,5mg/kg/KGW) i.p. appliziert. Aufgrund
der geschlechtsspezifischen Unterschiede wurde bei den Versuchsgruppen auf ein
einheitliches Geschlecht geachtet. Im Tieralter von 8 Wochen erfolgte die Analyse der
Serumtransaminasen der Rapamycin behandelten Tiere und ihrer Kontrollgruppe, welche
tagliche i.p. Ethanol mit Wasser (Losungsmittels von Rapamycin) erhalten hatte. Die

Serumtransaminasen der Rapamycin behandelten MDR2-/- Tiere sank nach 4 wochiger
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Behandlung in den ménnlichen MDR2-/- Tieren signifikant ab (*p<0,0424) (Abb.26a).
Auch bei den weiblichen Tieren fuhrte die Rapamycingabe zu signifikant erniedrigten GPT
Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe (*p<0,0262) (Abb.26b). Somit zeigte sich, dass die
alleinige Gabe des Immunssuppressivums Rapamycin sich positiv auf die

Entziindungsreaktion der MDR2-/- Tiere auswirkte.
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Abb.26) Serumtransaminasen (ALT in U/l) nach taglic her Rapamycingabe Uber einen
Zeitraum von 4 Wochen in (a) mannlichen MDR2-/- Tie ren (schwarze Punkte) und (b)
weibliche MDR2-/-Tieren (schwarze Punkte) im Vergle ich zu den jeweiligen Kontrolltieren

ohne Rapamycin (schwarze Dreiecke) (*p<0,0262).

Wir wollten nun untersuchen, ob man den hemmenden Effekt auf die Entziindung der
MDR2-/- Tiere von Rapamycingabe durch zuséatzlichen adoptiven Transfer von nTreg
steigern konnte, da Rapamycin die Proliferation von Treg fordert. Deshalb wurden
MDR2 —/- Tiere entsprechend des Zelltransferprotokolls (Abb.24) Treg transferiert und
zusatzlich taglich mit Rapamycin (1,5mg/kg/KGW) oder dem Losungsmittel von
Rapamycin als Kontrolle i.p. behandelt. Die Rapamycingabe reduzierte die
Serumtransaminasen signifikant im Vergleich zu der Kontrollgruppe (***p=0,0001). Der
Transfer der FVB- Wildtyp Treg unter Rapamycingabe fihrte ebenfalls zu einer
signifikanten Verringerung der Serumtransaminasen im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(*p=0,0155). Die Reduktion der Serumtransaminasen im Vergleich zur Kontrollgruppe war
jedoch wesentlich geringer in der Rapamycin behandelten Gruppe mit Treg Transfer im
Vergleich zur Rapamycin behandelten Gruppe ohne Transfer von Treg. Tatsachlich flhrte
der Transfer der FVB Wildtyp Treg zu einer signifikanten Erhéhung der
Serumtransaminasen im Vergleich zur alleinigen Rapamycingabe (***p=0,0001) (Abb.27).
Dieses Ergebnis zeigte, dass der nTreg Transfer unter Rapamycingabe keine zusatzliche
Entzindungshemmung in der Leber der Empfangertiere bewirkte, sondern im Gegenteil

die Leberschadigung verstarkte.

70



Ergebnisse

p=0,0001
Sgg' — p=0,0155 — 4
700+
6004 4
— 590 —P=0.0001— ——
= . o
A
= 400- oo R
i o o
Z 300- o
2004 _®e
100+ *
0 T ) )
& @ N
S < &
& & -
& (b@‘\
Q:bQ

Abb.27) Serumtransaminasen (GPT in U/l) mannlicher MDR2-/- Tieren nach téaglicher
Rapamycingabe Uber einen Zeitraum von 4 Wochen ohne FVB WT Treg Transfer (schwarze
Punkte) und mit FVB WT Treg Transfer (wei3e Punkte) im Vergleich zu Kontrolltieren ohne

Rapamycin und ohne Treg Transfer (schwarze Dreiecke ) (***p<0,0001;*p<0,0155).

Um festzustellen, ob die signifikant veranderten Serumtransaminasen auch tatsachlich auf
eine histologisch nachweisbare Pathologie der Leber zurtickzufiihren war, wurden H&E
Farbungen zur histologischen Bestimmung des Entziindungsgrades angefertigt.
AnschlieBend wurden die Schnitte verblindet von einem Pathologen nach einem
allgemeinen modifizierten histologische Aktivitatsindex (mHAI Score) bewertet. Der mHAI
Score beschreibt detailliert das Ausmal3 der Grenzzonenhepatitis, der konfluierenden
Nekrosen, von Einzelzelluntergdngen und der portalen Entziindung [126]. In der
Histologie zeigte sich, dass entsprechend der Transaminasenergebnisse die Entziindung
der Rapamycin behandelten Tiere signifikant verringert war im Vergleich zu den
Kontrolltieren, welche anstelle von Rapamycin Ethanol und Wasser (L6sungsmittel von
Rapamycin) erhalten hatten (*p=0,049). Der zuséatzliche Transfer von regulatorischen
Zellen unter Rapamycingabe fuhrte zu keiner Verringerung des Entziindungsgrades in der
Leberhistologie der Tiere im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Der Treg
Transfer fuhrte vielmehr zu einem signifikant erhéhten Entziindungsgrad im Vergleich zu
den MDRZ2-/- Tieren, welche ausschlie3lich Rapamycin erhalten hatten (**p=0,0025)
(Abb.28). Das Ergebnis der Histologieauswertung deckte sich somit mit den Ergebnissen
der Serumtransaminasenbestimmung und weist weiter darauf hin, dass der Transfer der

nTreg sich nicht hemmend auf die Leberentziindung in den Empfangertieren auswirkte.
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Abb.28) mHAI Score von H&E gefarbten Leberschnitten zum histologischen Nachweis der
Leberschadigung in MDR2-/- Tieren nach Rapamycingab e (schwarze Punkte),
Rapamycingabe und nTreg Transfer (weil3e Punkte) und Kontrolltieren ohne Rapamycin und
Treg Transfer (schwarze Dreiecke) (**p<0,0025;*p<0, 049).

Um den Einfluss der Rapamycingabe und des FVB Wildtyp Treg Transfers auf die Anzahl
der regulatorischen Zellen zu untersuchen, wurde die Treg Anzahl in der Milz mittels
durchflusszytometrischer Analyse der CD4+CD25+Foxp3+ T Zellen und in der Leber
durch histologische CD3/Foxp3 Farbung bestimmt. In der Milz zeigte sich nach
Rapamycingabe ein signifikanter Anstieg der Treg Anzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe
(*p=0,0179). Auch die Rapamycin behandelte Gruppe mit Treg Transfer wies eine
signifikant hohere Anzahl an Treg in der Milz im Vergleich zur Kontrollgruppe auf
(**p=0,0089) (Abb.29a). In der Leber war die Anzahl der Foxp3 positiven Zellen im
Verhaltnis zur Anzahl der CD3 positiven Zellen pro mm2 in der Rapamycin behandelten
Gruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren nicht signifikant andert. Auch die
Rapamycingruppe mit Treg Transfer wies ebenfalls keine signifikant veranderte Anzahl an
CD3+/Foxp3+ Zellen in der Leber im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe auf.
Vergleicht man die Rapamycin behandelten Gruppen mit und ohne Treg Transfer, so

zeigten sich auch hier keine signifikant veranderten Zellzahlen (Abb.29b).
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Abb.29) Anzahl regulatorischer Zellen in der Milz u  nd der Leber in MDR2-/- Mannchen nach
4-wdchiger Rapamycingabe (schwarze Punkte), Rapamyc  ingabe und nTreg Transfer (weiRe
Punkte) und Kontrolltieren ohne Rapamycin und Treg Transfer (schwarze Dreiecke) (a)
Durchflusszytometrische Bestimmung der CD4+CD25+Fox  p3+ Milzzellen. (b) Histologische
Auszahlung der CD3 und Foxp3 positiven Zellen in de  r Leber.

Da der nTreg Transfer im MDR2-/- Mausmodell zu keiner deutlichen Verringerung der
Leberpathologie gefuhrt hatte, sollte der Einfluss regulatorischer T Zellen auf ein weiteres
nicht primar autoimmun induziertes Modell einer Leberschadigung untersucht werden.
Hierfir verwendeten wir ein toxisch induzierbares Modell einer Gallengangsschadigung
und biliarer Fibrose, bei dem C57BI/6 WT Tiere fir eine Woche 1%iges 3,5-
diethoxycarbonyl-1,4-dihyroxychollidine (DDC) Futter erhielten. Zusétzlich wurden einigen
Tieren zu Beginn der DDC Fitterung regulatorische T Zellen transferiert. Bei dem durch
DDC Fitterung induzierten Modell der Leberentziindung stellte sich erneut das Problem,
dass man die transferierten nTreg nicht antigenspezifisch vorstimulieren konnte. Um
jedoch wieder eine eventuelle Voraktivierung der nTreg zu erreichen, wurden die zu
transferierenden nTreg aus WT Tieren isoliert, welche bereits fir 1 Woche DDC Futter
erhalten hatten. 1 Woche nach DDC Fitterung wurden die Serumtransaminasen der Tiere
analysiert. Die Serumtransaminasen der Treg transferierten Gruppe wiesen zum
Analysezeitpunkt keinen Unterschied im Vergleich zu der Kontrollgruppe, welche anstelle
von Zellen PBS erhalten hatten, auf (Abb.30). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
der alleinige Transfer von nTreg nicht ausreichte um einen Einfluss auf die bestehende

portale Entziindung der Empféngertiere zu nehmen.
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Abb.30) Serumtransaminasen (ALT in U/l) in C57BI/6  WT Tieren nach Futterung mit 0,1%
DDC-Futter tber einen Zeitraum von 1 Woche mit nTre g Transfer (schwarze Dreiecke) im

Vergleich zur PBS behandelten Kontrolle (schwarze P unkte).

Die tagliche Gabe von Rapamycin hatte einen grol3en Einfluss auf die sich spontan
entwickelnde sklerosierende Cholangitis im Modell der MDR2-/- Tiere. Um den Einfluss
von Rapamycin auf die Entziindungsreaktion eines toxisch induzierbaren Modells zu
untersuchen, wurde die DDC Fitterung zusammen mit Rapamycingabe und Treg
Transfer durchgefiihrt.

C57Bl/6 WT Tieren wurden zu Beginn der DDC Fitterung regulatorische T Zellen
transferiert. Die transferierten Treg wurden aus C57BIl/6 WT Tieren isoliert, welche fir 1
Woche DDC Futter erhalten hatten. Zuséatzlich zum Zelltransfer und der DDC Ftterung
erhielten die Tiere taglich Rapamycin (1,5mg/kg/KGW) i.p. bzw. das Lésungsmittel von
Rapamycin als Kontrolle. Die Rapamycingabe reduzierte die Serumtransaminasen
signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Rapamycin und ohne Treg Transfer
(*p=0,0428). Der zusétzliche Transfer der C57/BL/6 Wildtyp Treg fihrte ebenfalls zu einer
signifikanten Verringerung der Serumtransaminasen im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(*p=0,0254). Zwischen der Rapamycin behandelten Gruppe mit Treg Transfer und der
Rapamycin behandelten Gruppe ohne Transfer von Treg konnte jedoch kein Unterschied
in der HOhe der Serumtransaminasen festgestellt werden (Abb.31). Das Ergebnis zeigte,
dass erneut die Gabe des Immunsuppressivums Rapamycin sich hemmend auf die
Entzindungsreaktion der toxisch induzierten Leberentziindung auswirkte. Der zusatzliche
Transfer der nTreg konnte den Rapamycin bedingten Effekt jedoch nicht weiter

verstarken.
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Abb.31) Serumtransaminasen (ALT in U/l) in C57BI/6  WT Tieren nach Futterung mit 0,1%
DDC-Futter Uber einen Zeitraum von 1 Woche mit Rap amycingabe ohne nTreg Transfer
(schwarze Punkte), mit nTreg Transfer und Rapamycin  gabe (weil3e Punkte), im Vergleich zu

Kontrolltieren ohne Rapamycin und ohne Treg Transfe r (schwarze Dreiecke) (*p<0,0428).

3.3.1 Treg Transferversuche in einem Mausmodell ein  er Antigen-abhéangigen
portalen Leberentziindung

Neben den primdr nicht Antigen-abhéngig induzierten Modellen entzindlicher
Lebererkrankungen, sollte der Einfluss adoptiv transferierter Treg auf die
Entzindungsreaktion der Leber in einem antigenspezifisch induzierbaren Modell
untersuchen werden. Hierfir wurden Treg Transferversuche im etablierten K140VAp
Modell durchgefihrt. Da sich in diesem Modell die portale Entziindung der Leber nur in
den weiblichen K140VAp Tieren induzieren lieR3, wurden fir die Treg Transferversuche
durchgéngige nur Weibchen verwendet. Es erfolgte zusatzlich zum Transfer von
transgenen OT1 CD8+ T Zellen in K140VAp Weibchen, ein gleichzeitiger Transfer von
frisch isolierten C57BI/6 WT nTreg Zellen. An Tag 8 nach Zelltransfer wurden die Tiere
analysiert. Die Serumtransaminasen der K140OVAp Weibchen nach OT1 CDS8+
T Zelltransfer waren signifikant erhdht im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche anstelle
des OT1 T Zelltransfers PBS erhalten hatten (**p=0,0015). Auch die Tiere mit
gleichzeitigem Transfer von OT1 CD8+ T Zellen und Treg wiesen signifikant erhdhte GPT
Werte im Vergleich zur PBS Kontrollgruppe auf (**p=0,0012). Der zusatzliche Treg
Transfer bewirkte jedoch keine signifikante Anderung der Serumtransaminasen bei
K140VAp Weibchen nach OT1 Transfer, wenn auch ein leichter Trend zu héheren GPT
Werten vorlag (Abb.32). Dies deutet auch in diesem Modell darauf hin, dass der Transfer

von nTreg keinen Einfluss auf die Entziindungsreaktion der Leber hatte
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Abb.32) Serumtransaminasen (ALT in U/I) weiblicher K14Ovap Tiere nach Transfer von OT1
CD8+ T Zellen ohne nTreg Transfer (schwarze Punkte)  oder nach Kotransfer von OT1 CD8+
T Zellen und nTreg (weiRe Punkte), im Vergleich zur  PBS behandelten Kontrollgruppe ohne

Zelltransfer (schwarze Dreiecke) (**p<0,0015).

Da der Transfer der C57BI/6 nTreg keinen deutlichen Einfluss auf die portale
Leberentziindung der K14 OVAp Weibchen hatte, sollte der Einfluss potenterer Treg auf
die portale Entziindungsreaktion untersucht werden. Hierfir wurden nTreg aus hCD2-
TGFR1 Tieren isoliert. Diese Tiere Uberexprimieren aktives TGFR1 T Zell spezifisch. In
einem Asthmamodell konnte zuvor gezeigt werden, dass der Transfer von nTreg, welche
aus hCD2-TGFR1 Tieren isoliert wurden, die Empféngertiere vor einer
Atemwegshyperreagibilitdt (AHR) schitzen kénnen [129]. Um den Effekt dieser nTreg in
unserem Modell zu untersuchen, wurde ein Kotransfer von frisch isolierten hCD2-TGFR1
nTreg zusammen mit OT1 CD8+ Zellen durchgefihrt. An Tag 8 nach Zelltransfer wurden
die Tiere analysiert. Die Serumtransaminasen der K140OVAp Weibchen nach OT1
Transfer ohne Treg Transfer waren im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche anstelle der
OT1 CD8+ T Zellen PBS erhalten hatte, signifikant erhéht (***p=0,0005). Der Kotransfer
der OT1 CD8+ Zellen zusammen mit hCD2-TGFB 1 nTreg fuhrte ebenfalls zu einer
signifikant Erhéhung der Serumtransaminasen der Empfangertiere im Vergleich zur PBS
Kontrollgruppe (***p=0,0007).

Der zusétzliche Transfer von hCD2-TGFR1 nTreg bewirkte keine signifikante Anderung
der Serumtransaminasen nach OT1 Transfer, wenn auch eine leichte Erhéhung der GPT
Werte auffiel (Abb.33). Dieses Ergebnis weist erneut darauf hin, dass auch in dem Modell

einer Antigen-abhangig induzierten portalen Entziindung der Transfer von regulatorischen
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T Zellen keinen Einfluss auf die Wiederherstellung der immunologischen Toleranz der

Leber hat.
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Abb.33) Serumtransaminasen (ALT in U/I) weiblicher K14Ovap Tiere nach Transfer von OT1

oder nach Kotransfer von OT1 CD8+
gleich zur PBS behandelten

CD8+ T Zellen ohne nTreg Transfer (schwarze Punkte)
T Zellen und hCD2-TGFR1 Treg (weie Punkte), im Ver
Kontrollgruppe ohne Zelltransfer (schwarze Dreiecke ) (***p<0,0007).
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3.4 Konversion von CD4+CD25-Foxp3- T Zellen

Der Transfer von regulatorischen T Zellen (Treg) in den hier untersuchten Mausmodellen
der Leberentziindung war zur Wiederherstellung der immunologischen Toleranz nicht
geeignet. Dies kdnnte in einer zu gering gewahlten Anzahl oder einer unzureichenden
Funktionalitat der transferierten Treg liegen. Aus diesem Grund sollte untersucht werden,
ob sich durch durch in vitro Konversion von CD4+CD25- T Zellen zu stabilen iTreg

geeignete Treg generieren lielRen, welche eine Leberentziindung beeinflussen kdnnten.

Hierzu wurden CD4+CD25-Foxp3- T Zellen wurden per MACS aufgereinigt und eine
suboptimale T Zellrezeptorstimulation Uber 4 Tage mit oder ohne Zugabe von TGFf
durchgefiihrt. Ohne Zugabe von TGFB kam es unter suboptimaler T
Zellrezeptorstimulation zu keiner Konversion von CD4+CD25-Foxp3- T Zellen hin zu
CD4+CD25+Foxp3+ T Zellen. Nach Zugabe von TGFB zeigte sich eine messbare
Konversion der naiven CD4 T Zellen hin zu CD4+CD25+Foxp3+ T Zellen (Abb. 34).
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Abb.34) Durchflusszytometrische Bestimmung der Konv ersion von naiven CD4+ T Zellen (a)
ohne und (b) mit Zugabe von TGF . Dargestellt ist auf der y-Achse die CD4 Expressio  n und

auf der x-Achse die Foxp3 Expression der Zellen.

Dabei war die Konversionsrate der CD4+ T Zellen abhangig von der TGFB Konzentration.
So fuhrte die Zugabe von exogenem TGFp in steigender Dosierung (2-8 ng/ml) zu einer
signifikant ansteigenden Erhéhung der Konversionsraten im Vergleich zur Kontrolle ohne
TGFB (***p<0,0001) (Abb.35).
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Abb.35) TGF B-abhangige Konversion tber 4 Tage von Foxp3- CD4+ T  Zellen aus C57BIl/6
WT Tieren zu CD4+CD25+Foxp3+ iTreg Zellen unter sub optimaler T Zellrezeptorstimulation
(***p<0,001; **p<0,0036; *p<0,0148).

Dass bereits geringe Mengen an TGF[B ausreichen, um eine effiziente Steigerung der
Konversionsrate zu iTreg zu erreichen, bestéatigte sich in Konversionsversuchen mit
Foxp3- CD4+ T Zellen aus hCD2TGFBQ transgenen Mausen welche bereits ohne Zugabe
von exogenem TGFR eine signifikant erhdhte Konversionsrate im Vergleich zu WT
T Zellen aufwiesen (**p=0,0019). Unter Zugabe von exogenem TGF[ in ansteigender
Konzentration (2-6ng/ml) wiesen die hCD2TGFBQ T Zellen jeweils signifikant erhdhte
Konversionsraten im Vergleich zu CD4+ T Zellen aus WT Tieren auf (**p<0,013) (Abb.36).
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Abb.36) Konversionsrate Foxp3- CD4+ T Zellen aus C 57BI/6 WT Tieren (schwarze Balken)
und hCD2TGF B transgenen Tieren (schwarz schraffierte Balken) mi  t und ohne Zugabe von
exogenem TGF B (***p<0,0001; **p<0,0082; *p<0,0130).
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3.4.1 Steigerung der Konversionrate

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass TGF[ essentiell fiir die Konversion naiver CD4+
T Zellen hin zu iTreg ist. Es stellte sich nun die Frage, ob es weitere Substanzen gibt,
welche in der Lage sind, die Konversionsrate weiter zu steigern. Als eine solche Substanz
wurde bereits Retinsaure beschrieben, welche merklich die TGFB induzierte Foxp3
Expression bei Mausen steigern konnte [130]. Um den Konversionssteigernden Effekt von
RA zu Uberprifen wurden Foxp3- CD4+ T Zellen mit und ohne Zugabe von TGFf in
steigender Konzentration, sowie mit und ohne Zugabe von RA Kkultiviert. TGFfB-
unabhangig konnte Retinsaure alleine keine Konversion der naiven CD4+ T Zellen
induzieren. All-trans Retinsdure in Verbindung mit TGFB jedoch erhohte die
Konversionsrate signifikant im Vergleich zur alleinigen TGFB Zugabe (***p=0,0004)
(Abb.37). Somit konnte gezeigt werden, dass Retinsaure die Rate der TGFB-abhangigen

Konversion von Foxp3- CD4+ T Zellen TGFf erhdhen kann.

70- *xk
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Abb.37) Konversionsrate Foxp3- CD4+ T Zellen aus C5  7BI/6 WT Tieren mit und ohne Zugabe
von TGF B und Retinsdure (RA) (***p=0,0004).

Neben Retinséure gilt Rapamycin als ein bedeutender Modulator fir den Erhalt und die
Proliferation und von regulatorischen T Zellen. So fordert die Anwesenheit von Rapamycin
und IL-2 das Uberleben und die Proliferation von nTreg in vitro [131-133]. Neben den
postivien Effekten auf nTreg konnte auch die Konversionsrate von naiven human CD4+ T
Zellen unter Zugabe von Rapamycin erhéht werden [134]. Um dies zu uberprifen wurden
Foxp3- CD4+ T Zellen mit und ohne Zugabe von TGFf in steigender Konzentration, sowie

mit und ohne Rapamycin kultiviert. TGFB- unabhéngig konnte Rapamycin alleine keine
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Konversion der Foxp3- CD4+ T Zellen induzieren. Rapamycin in Verbindung mit TGFf3
(2ng/ml) erhohte die Konversionsrate signifikant im Vergleich zur alleinigen zugabe von
TGFB (2ng/ml) (p=0,018). Bei hohen Dosen an exogenem TGFf (4ng/ml) und einer
optimalen Konversion unter TGFf konnte keine weitere Steigerung der Konversionsrate
durch Zugabe von Rapamycin erreicht werden (Abb.38). Somit konnte gezeigt werden,
dass Rapamycin die TGFB abhangig Konversion von Foxp3- CD4+ T Zellen steigern

konnte.
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Abb.38) Konversionsrate Foxp3- CD4+ T Zellen aus C5  7BI/6 WT Tieren mit und ohne Zugabe
von TGF B und Rapamycin

Dass gerade bei geringen Mengen an TGF( eine Steigerung der Konversionsrate durch
Rapamycin zu verzeichnen ist, zeigten Konversionsversuche mit Foxp3- CD4+ T Zellen
aus hCD2TGFB transgenen Mausen. Bereits ohne die Zugabe von exogenem TGFf
erhohte sich die Konversionsrate der hCD2TGFB CD4+ T Zellen signifikant unter Zugabe
von Rapamycin (***p=0,0002). Auch bei Zugabe geringer Mengen an exogenem TGFf
(2ng/ml) zeigte sich eine signifikant hohere Konversionsrate der Zellen, welche zuséatzlich
mit Rapamycin stimuliert wurden (**p=0,002). Bei hohen Dosen an exogenem TGF(3
(4ng/ml) und einer optimalen Konversion unter TGFB konnte keine weitere Steigerung der
Konversionsrate durch Rapamycin verzeichnet werden (Abb.39). Die Ergebnisse
bestéatigen, dass Rapamycin die TGF@ abhangige Konversionsrate Foxp3- CD4+ T Zellen,

insbesondere bei geringen Mengen an TGFf3, erhdhen konnte.
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Abb.39) Konversionsrate Foxp3- CD4+ T Zellen aus hC  D2TGF Tieren mit und ohne Zugabe
von TGF B (schwarze Balken) und Rapamycin (schwarz schraffie  rte Balken) (***p<0,0002;
**p<0,002).

Als wichtiger Mechanismus in der Generierung stabiler iTreg gilt die Demethylierung der
DNA im Foxp3 Gen. So ist eine effiziente DNA Demethylierung fir die stabile Foxp3
Expression in vitro konvertierter Treg von entscheidender Bedeutung [89]. Um zu
Uberprifen, ob sich die Konversion von Treg durch Beeinflussung der DNA-Methylierung
beeinflussen lasst, wurden Konversionsversuche mit Azathymidin durchgefiihrt. Bei
suboptimalen T Zellrezeptorstimulation konnte Azathymidin unabhangig von TGF@ keine
Konversion der Foxp3- CD4+ T Zellen induzieren. Auch in Verbindung mit TGFf in
verschiedenen Konzentrationen (2ng/ml und 4ng/ml) fihrte die Zugabe von Azathymidin
nicht zu einer gesteigerten Konversionsrate (Abb.40). Somit konnte durch die Zugabe von
Azathymidin keine Verbesserung der Konversionsrate, wie bei Zugabe von Rapamycin

oder Retinsaure erreicht werden.
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Abb.40) Konversionsrate Foxp3- CD4+ T Zellen aus C5 7BI/6 WT Tieren mit und ohne Zugabe
von TGF B und Azathymidin (schraffierte Balken)
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Da die Kombination aus niedrig dosiertem TGFB und Rapamycin zu einer signifikanten
Steigerung der Konversionsrate (Abb.36/37) fuhrte, Azathymidin in Verbindung mit TGFf
jedoch die Konversionsrate nicht verbessern konnte (Abb.39), stellte sich die Frage, ob
die Kombination von Rapamycin und Azathymidin eine Steigerung TGFf abhé&ngigen
Konversionsrate bewirken konnte. Aus diesem Grund wurden Foxp3- CD4+ T Zellen mit
der Kombination von TGFf, Rapamycin und Azathymidin Uber 4 Tage kultiviert. Die
alleinige Zugabe von Rapamycin (10mM) steigerte die TGFB- induzierte Konversionsrate
signifikant im Vergleich zur Konversion unter alleiniger TGFB Gabe (*p=0,0180).
Azathymidin alleine fUhrte zu keiner Steigerung der TGFB- induzierten Konversionsrate
und auch die Kombination aus Rapamycin (10mM) und Azathymidin(1uM) konnte die
TGFB- induzierte Konversionsrate nicht weiter steigern. Im Gegenteil fuhrte die
Kombination aus Rapamycin und Azathymidin sogar zu einer niedrigeren Konversionsrate
im Vergleich zur TGFB- induzierten Konversion (*p=0,0344) und der mit TGFB und
Rapamycin induzierten Konversion (**p=0,0014) (Abb.41).
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Abb.41) Konversionsrate Foxp3- CD4+ T Zellen aus C5  7BI/6 WT Tieren unter Zugabe von
TGFB (weil3e Balken), TGF B und Rapamycin (hellgrauer Balken), TGF B und Azathymidin
(dunkelgrauer Balken) und der Kombination aus TGF B, Rapamycin und Azatyhmidin
(schwarzer Balken) (**p<0,0014;*p<0,01).

Da Azathymidin in Kombination mit Rapamycin und TGFB keine Steigerung der
Konversionsrate induzieren konnte, wurde als weitere mdgliche Kombination Retinsdure
und Rapamycin getestet; beide Substanzen waren alleine in der Lage die Konversionsrate
unter Zugabe von TGFf zu steigern (Abb.35/36/37). Hierzu wurden Foxp3- CD4+ T Zellen

mit der Kombination von TGFB, Rapamycin und Retinsaure Uber 4 Tage kultiviert. Wie
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zuvor steigerte die Kombination von TGFB mit Rapamycin (10mM) die Konversionsrate
signifikant im Vergleich zur Konversionsrate nach alleiniger TGF Zugabe (*p=0,0381).
Auch die Kombination von Retinsaure mit TGF fuhrte zu einer signifikanten Steigerung
der Konversionsrate (***p=0,0002). Die Kombination aus TGFB (2ng/ml), Rapamycin
(20mM) und Retinséure (1mM) fuhrte zwar ebenfalls zu einer signifikanten Steigerung der
Konversionsrate (**p=0,0016) im Vergleich zur durch alleinige Zugabe von TGF(
induzierten Konversion; die Konversionsrate war jedoch tendenziell niedriger als die
Konversionsrate induzierte durch die Kombination aus Retinsdure und TGFfB (Abb.42).
Somit konnte mit der Kombination aus Rapamycin und Retinsaure die TGFf abhéngige

Konversionsrate nicht weiter verbessert werden.
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Abb.42) Konversionsrate Foxp3- CD4+ T Zellen aus C5  7BI/6 WT Tieren unter Zugabe von
TGFB (weil3e Balken), TGF B und Rapamycin (hellgrauer Balken), TGF B und Retinsdure
(dunkelgrauer Balken) und der Kombination aus TGF B, Rapamycin und Retinsdure
(schwarzer Balken) (***p<0,0002, **p<0,0016,*p<0,03 81).
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3.4.2 Stabilitat der Foxp3 Expression nach Konversi  on

Ein grol3es Problem von in vitro konvertierten Treg ist die mangelnde Stabilitat ihres
Phanotyps. Der Erhalt der Foxp3 Expression nach Konversion ist jedoch Voraussetzung
fur die regulatorische Funktionalitéat der Zellen und somit auch fir die effektive Nutzung
der generierten regulatorischen Zellen in vivo. Um festzustellen, ob die hier
beschriebenen generierten iTreg einen stabilen Phanotyp besitzen, wurden CD4+CD25-
Foxp3- T Zellen Uber 4 Tage unter suboptimaler T Zellrezeptorstimulation in Anwesenheit
von TGFB (4ng/ml) kultiviert. An Tag 4 der Konversion wurden die Zellen geerntet. Ein
Teil der Zellen wurde auf ihre Foxp3 Expression hin analysiert. Der Rest der Zellen wurde
mit aCD3 und aCD28 unter Zugabe verschiedener Stimulantien restimuliert. Nach
weiteren 4 Tagen erfolgte erneut eine Analyse der Zellen und eine weitere Restimulation
in den entsprechenden Stimulationsgruppen. Die endgultige Analyse der Foxp3
Expression der Zellen erfolgte dann nach weiteren 4 Tagen Stimulation. Es zeigte sich,
dass nach der 1.Restimulation die Rate der Foxp3 Expression in den iTreg deutlich
abnahm, welche allein mit TGFB (4ng/ml) restimuliert wurden. Die 1. Restimulation der
iTreg mit TGFB (4ng/ml) und Rapamycin (10mM) fuhrte hingegen zu einer stabilen Foxp3
Expressionsrate. Die Zugabe von Rapamycin (10mM) alleine konnte die Rate der Foxp3
Expression der iTreg etwa gleich derjenigen nach alleiniger TGFB Stimulation halten.
Ohne Zugabe von TGFB und Rapamycin sank die Rate der Foxp3 Expression in den
konvertierten iTreg Zellen deutlich ab. Nach der 2. Restimulation sank die Foxp3
Expression in allen 4 Stimulationsgruppen im Vergleich zur urspriinglichen
Konversionsrate deutlich ab (Abb.41). Der Versuch zeigte, dass die alleinige
Restimulation der iTreg Zellen mit TGFB die Foxp3 Expression der iTreg nicht so stabil
erhalten konnten wie die Kombination aus TGFB und Rapamycin. Dies deutet darauf hin,
dass Rapamycin einen positiven Einfluss auf die Stabilitdt der Foxp3 Expression nach

Konversion haben kodnnte.
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Abb.43) Restimulation TGF -induzierter iTreg. Nach 4 Tagen Konversion wurden die
generierten iTreg mit aCD3 und aCD28 (schwarze Lini  €) restimuliert, sowie zusatzlich mit
TGFB (rote Linie), mit TGF B und Rapamycin (grine Linie), oder mit Rapamycin (b laue Linie)
behandelt. Eine zweite Restimulation erfolgte 4 Tag e spater entsprechend der ersten
Restimulation. Nach weiteren 4 Tagen wurden die zwe ifach restimulierten Zellen im

Durchflusszytometer auf ihr Foxp3 Expression hin an alysiert.

Um festzustellen, ob iTreg, welche durch die Kombination von Rapamycin und TGF(
generiert wurden, moglicherweise einen stabileren Phéanotyp besitzen, wurden
CD4+CD25-Foxp3- T Zellen Uber 4 Tage unter suboptimaler T Zellrezeptorstimulation in
Anwesenheit von TGFB (4ng/ml) und Rapamycin (10mM) kultiviert. An Tag 4 der
Konversion wurden die Zellen geerntet. Ein Teil der Zellen wurde wieder auf ihre Foxp3
Expression hin analysiert. Der Rest der Zellen wurde mit aCD3 und aCD28 ohne weitere
Stiumation oder unter Zugabe von TGFB und Rapamycin, jeweils alleine oder in
Kombination, restimuliert. Nach 4 Tagen erfolgte eine erneute Analyse der Zellen und
eine weitere Restimulation entsprechend der Vorstimulation. Die endgiltige Analyse der
Zellen hinsichtlich ihrer Foxp3 Expression erfolgte nach weiteren 4 Tagen. Es zeigte sich,
dass nach der 1. Restimulation mit TGFB (4ng/ml) die Foxp3 Expression in den iTreg
stabil erhalten blieb. Die 1. Restimulation der iTreg mit TGFB (4ng/ml) und Rapamycin
(10mM) fahrte ebenfalls zu einer stabilen Foxp3 Expression. Auch die Zugabe von
Rapamycin (10mM) alleine konnte die Foxp3 Expression aufrechterhalten, wobei die Rate
der Foxp3 Ex