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1. Einleitung

1.1 Die Leber in ihrer immunologischen Funktion

Der Leber, dem zentralen Organ des Metabolismus und der Entgiftung, scheint auch im
Hinblick auf periphere Immunantworten eine besondere Bedeutung zuzukommen. Die ana-
tomische Lage der Leber an der Schnittstelle von systemischer Blutzirkulation tber die Ar-
teria hepatica und aufgenommenen Antigenen aus dem Gastrointestinaltrakt Gber die Por-
talvene pradestiniert sie fir die Regulation von Immuntoleranz und -abwehr. Einerseits
kann gegeniber aufgenommenen fremden Antigenen eine adaquate Immunantwort gene-
riert werden, andererseits mussen inadaquate selbstschadigende Entzindungsprozesse
vermieden werden, woflr eine Toleranzinduktion in der Leber einen mdglichen Mechanis-
mus darstellt (Thomson & Knolle 2010).

Bereits 1969 wurde das tolerogene Potential der Leber erkannt, als Haupthistokompatibili-
tatskomplex (MHC)-inkompatible Lebertransplantate allogener Spender vom Empfangeror-
ganismus toleriert, andere Organe jedoch abgestolien wurden (Calne, Sells, et al. 1969).
Bei Kotransplantation von einer Leber und einem anderen Organ desselben Spenders
konnte eine AbstoRung des anderen Organs verhindert werden, sodass ein Ubertragener
tolerogener Effekt der Leber ausgemacht wurde (Calne, White, et al. 1969).

Ahnliches lie sich auch fiir den Effekt der oralen Toleranz bestatigen: gegen Antigene, die
wiederholt Uber die Nahrung aufgenommen oder direkt in die Portalvene injiziert wurden,
kam es zur Toleranzinduktion (Cantor & Dumont 1967; Weiner 1997); dies galt auch fur
Autoantigene. Bei Umgehung der Leber durch einen portokavalen Shunt, der das Blut direkt
von der Portalvene in die Vena cava leitet, ohne die Leber zu passieren bzw. bei anderwei-
tigen chirurgischen Interventionen konnte dieser Effekt hingegen nicht beobachtet werden,
was fir die essentielle Bedeutung der Leber spricht (Callery et al. 1989; Yang et al. 1994).

Auch die Tatsache, dass pathogene hepatotrope Viren wie Hepatitis B und C (Chisari &
Ferrari 1995; Cerny & Chisari 1999) oder Parasiten wie Shistosoma (Andrade 2009) haufig
trotz einer initialen Immunreaktion persistieren und eine chronische Infektion verursachen,
fugt sich in das Bild der tolerogenen Lebereigenschaften. Hier erfolgt eine mangelhafte Pa-
thogenclearance, die vermutlich auf immunsuppressive Mechanismen zuriickzufiihren ist
(Crispe 2014).

Die Beeinflussung anderer Organsysteme durch die systemische Toleranzinduktion der Le-
ber schlie3t auch das Zentrale Nervensystem (ZNS) ein. Mause, die mit dem Autoantigen
Myelin Basisches Protein (MBP) immunisiert wurden, um eine Experimentelle Autoimmune
Enzephalitis (EAE) — das Mausmodell der humanen Multiplen Sklerose (MS) — zu induzie-
ren, wurden nicht krank, wenn sie das Autoantigen MBP ektopisch in der Leber exprimier-
ten. Eine ektopische Expression in der Haut konnte dagegen nicht vor der autoimmunen
Entziindung im ZNS schitzen (Lath et al. 2008).

1.2 Antigenprasentierende Zellen in der Leber

Die Immunantwort von T-Zellen wird grundsatzlich dber eine Interaktion mit Antigenprasen-
tierenden Zellen (APC) initiiert und moduliert. Den verschiedenen Populationen der leber-
residenten nicht-parenchymatésen Zellen (NPC) kommen zentrale Aufgaben bei der Anti-
genprasentation zu; als primare professionelle APC sind hierbei die Dendritischen Zellen



(DC) zu nennen. Die Dendritischen Zellen, welche um die Zentralvenen herum bzw. peri-
portal lokalisiert sind, lassen sich in zwei Hauptpopulationen unterteilen: plasmacytoide
(pDC) und ,konventionelle* myeloide DCs (mDC) (F. Li & Tian 2013).

Dendritische Zellen nehmen Antigene in der Peripherie auf, prozessieren sie und prasen-
tieren diese in den drainierenden Lymphknoten den T-Zellen. Die Prasentation des prozes-
sierten Antigens erfolgt tber MHC |- und MHC Il-Komplexe auf der Zelloberflache, welche
von spezifischen T-Zell-Rezeptoren (TCR) erkannt und gebunden werden. Zusatzlich er-
folgt Uber die Interaktion von CD80 und CD86 auf den DCs mit CD28 auf den T-Zellen eine
Kostimulation, die Uber die Ausschuittung von proinflammatorischen, auto- und parakrin wir-
kenden Zytokinen wie Interleukin 2 (IL-2) noch vervollstandigt wird (Bakdash et al. 2013).
Die so aktivierten antigenspezifischen Lymphozyten migrieren zum Ort der Infektion, wo sie
ihrer Effektorfunktion nachkommen (Tiegs & Lohse 2010). Auch sinusoidale Endothelzellen
der Leber (LSEC), die Kupffer-Zellen (KC) als leberresidente Makrophagen und Ito-Zellen
sind in der Lage, Antigene auf ihrer Oberflache zu prasentieren; im Gegensatz zu DCs
wandern sie hierfur jedoch nicht in lymphatische Organe ein, sondern verbleiben als resi-
dente Zellen in der Leber (Tiegs & Lohse 2010).

Im spezifischen Umfeld der Leber fihrt eine Antigenerkennung durch den TCR nicht
zwangslaufig zu einer proinflammatorischen Reaktion; im Gegenteil scheint eine antiin-
flammatorische, tolerogene T-Zell-Antwort Uber verschiedene Faktoren haufiger beglnstigt
zu sein (Thomson & Knolle 2010). Hierzu zahlen das Zytokinmilieu, das von IL-10, Trans-
forming growth factor B (TGF-B) sowie weiteren antiinflammatorischen Botenstoffen ge-
pragt wird, ebenso wie die Tatsache, dass leberresidente DCs weniger MHC |I- und kosti-
mulatorische Molekile (CD40, CD80, CD86) als nicht-hepatische DCs z.B. aus der Milz
exprimieren und so einem unreifen Phanotyp dhneln (Bamboat et al. 2009).

Diese besondere Umgebung in der Leber ermoglicht die Generierung von regulatorischen
CD4+CD25+Foxp3+ T-Zellen (Tregs), die Uber die Regulierung anderer, auch peripherer
Zellen das gesamte Immunsystem zu beeinflussen scheinen (F. Li & Tian 2013; Carambia
et al. 2014). Insbesondere leberresidente DCs besitzen demnach die Fahigkeit, die Diffe-
renzierung von naiven CD4+ T-Zellen zu Tregs zu induzieren (Bamboat et al. 2009).

Weiterhin entfalten DCs der Leber inhibierenden Einfluss auf Effektor-T-Zellen, indem sie
diese mittels der negativ kostimulatorischen Oberflachenmolekile Programmed Cell Death
Protein 1 (PD-1) und Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4) hemmen (Bak-
dash et al. 2013).

Kupfferzellen, hauptsachlich im Lumen der Innenwand der Lebersinusoide lokalisiert, re-
prasentieren etwa ein Flnftel der NPCs und stellen damit die groRte organstandige Makro-
phagenpopulation dar. KCs zeichnen sich durch die Expression von MHC II, CD80, CD86
und Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) auf der Zelloberflache aus (F. Li & Tian
2013). Auch exprimieren sie PD-L1, welcher als Ligand von PD-1 auf aktivierten T-Zellen
deren Immunantwort inhibiert (Crispe 2014). Der langsame Blutfluss in den Lebersinusoi-
den erleichtert KCs ihre Aufgabe, Endotoxine, Stoffwechselprodukte und fremde Mikroor-
ganismen aus dem Blutkreislauf zu entfernen. Neben den proinflammatorischen Zytokinen
IL-1, IL-6 sowie Tumornekrosefaktor a (TNF-a) zur effizienten Pathogenabwehr produzie-
ren KCs aber auch antiinflammatorisches IL-10, TGF-B und Prostaglandine, womit sie
wahrscheinlich an der Aufrechterhaltung der lokalen Toleranz beteiligt sind und eine Ge-
webeschadigung begrenzen (Thomson & Knolle 2010; Crispe 2014).

Die Aufgabe der sich im Dissé-Raum befindlichen Ito-Zellen bei der Immunregulation liegt
sowohl in der Zytokinsekretion zur Rekrutierung von Entziindungszellen als auch in der



Aktivierung von (Naturlichen Killer-) T-Zellen nach Antigenprasentation. Daruber hinaus wir-
ken sie immunsuppressiv bzw. toleranzférdernd, indem tber PD-L1 die T-Zell-Aktivierung
begrenzt und zur Expansion von Tregs beitragen wird (Crispe 2014; Dunham et al. 2013).

Hepatozyten prasentieren die bei ihren metabolischen Vorgangen entstehenden Neoanti-
gene Uber MHC-Molekile den T-Lymphozyten. Eine Aktivierung von CD8+ T-Zellen Uber
MHC I-Komplexe resultiert jedoch nach anfanglicher klonaler Expansion in einer Deletion
der CD8+ T-Zellen, wodurch sie insgesamt immunsuppressiv wirkt (Bertolino et al. 1998).
Auch die Prasentation von Antigenen tiber MHC II-Molekiile an CD4+ T-Zellen, was in einer
inflammatorischen Umgebung beobachtet werden kann, hat in vitro keine proinflammatori-
schen Folgen (Herkel et al. 2003).

Unter den nicht-professionellen APCs stellen sinusoidale Endothelzellen der Leber (LSEC)
die wahrscheinlich einflussreichste Gruppe dar, die wesentlich zur Toleranzinduktion bei-
zutragen scheint (Crispe 2014). Dank der Expression von MHC |, MHC Il und kostimulato-
rischen Molekilen sind sie in der Lage, mit CD4+ und CD8+ T-Zellen zu interagieren —
wobei CD8+ T-Zellen vermehrt funktionell inaktiviert werden und naive CD4+ T-Zellen ver-
starkt zu antiinflammatorischen T-Zellen differenzieren (Kruse et al. 2009). Der suppressive
Effekt von LSECs auf T-Zellen scheint wesentlich von dem Oberflachenmolekil LSECtin
abzuhangen (Tang et al. 2009); die Induktion von suppressiven antigenspezifischen Tregs
erfolgt unter dem Einfluss des Zytokins TGF- (Carambia et al. 2014).

Hepatozyt

Sinusoidale =3

Endothelzelle —‘h\g/ w 7 7 -

(LSEC)
Lymphozyt Q

Dissé-Raum

Abb. 1: Schematische Darstellung der an der hepatischen Immunregulation beteiligten
Leberzellpopulationen.

1.3 Differenzierung von CD4+ T-Zellen

Ausgehend von naiven CD4+ T-Zellen erfolgt die Differenzierung zu verschiedenen CD4+
Subtypen, nachdem sie durch Interaktion mit APCs aktiviert wurden (Murphy & Reiner
2002). Das aktivierende Signal besteht aus mehreren Faktoren, deren Zusammenspiel zur
erfolgreichen Aktivierung notwendig ist: erstens bedarf es der Stimulierung des TCR durch
Bindung an MHC lI-Komplexe auf APCs, die das passende Antigen prasentieren. Zweitens
erfolgt die Kostimulierung beispielsweise Uber eine Interaktion von CD28 mit CD80 und
CD86 auf DCs. Dritter Faktor ist die Ausschuttung von Zytokinen, welche auto- und parakrin
die weitere Differenzierung beeinflussen (Bakdash et al. 2013).



Anhand der produzierten Zytokine wurde urspringlich eine Einteilung in nur zwei verschie-
dene CD4+ Untergruppen vorgenommen: T-Helferzellen Typ 1 (Th1) und T-Helferzellen
Typ 2 (Th2) (Mosmann et al. 1986). Das Zytokinprofil der Th1-Zellen, die an der zellularen
Immunantwort beteiligt sind, wird durch Interferon-y (IFN-y), IL-2 und TNF-a charakterisiert
(Mosmann & Coffman 1989). In einer von IFN-y gepragten Umgebung erfolgt die Differen-
zierung zu Th1-Zellen durch die Transkriptionsfaktoren T-bet und STAT4; zusatzlich wirkt
IFN-y inhibierend auf die Bildung von Th2-Zellen (Murphy & Reiner 2002; Abbas et al.
1996). Fur Th2-Zellen und ihre Rolle in der humoralen Immunantwort wurden dagegen IL-
4, 1L-5, IL-6 und IL-13 als bestimmende Zytokine beschrieben. IL-4 ist dabei der Faktor, der
die Differenzierung zu Th2-Zellen einleitet und die Differenzierung von Th1-Zellen hemmit.
Hierbei unterliegt die Th2-Differenzierung den Transkriptionsfaktoren GATA-3 und STAT-6
(Mosmann & Coffman 1989; Abbas et al. 1996; Murphy & Reiner 2002).

Seit der ersten Einteilung in Th1- und Th2-Zellen wurden jedoch weitere Untergruppen von
CD4+ T-Zellen charakterisiert, denen jeweils spezifische pro-, aber auch antiinflammatori-
sche bzw. regulierende Funktionen zugeordnet werden. Zu nennen sind hier Th17-Zellen,
T regulatorische Zellen (Tregs) und Typ 1 regulatorische Zellen (Tr1) (Korn et al. 2007;
Thompson & Powrie 2004; Groux et al. 1997).

Th17-Zellen, benannt nach ihrem Leitzytokin IL-17, differenzieren aus naiven CD4+ T-Zel-
len unter dem kombinierten Einfluss des proinflammatorischen IL-6 und des antiinflamma-
torischen Transforming growth factor § (TGF-3). Des Weiteren spielen die Transkriptions-
faktoren RORyt, RORa und STATS3 eine entscheidende Rolle (Korn et al. 2007; Ilvanov et
al. 2006; Veldhoen et al. 2006; Bettelli et al. 2006). IL-21, das von den Th17-Zellen selbst
produziert wird, vermittelt iber autokrine Stimulation eine Zellexpansion; fur die Aufrecht-
erhaltung des Th17-Phanotyps ist IL-23 von essentieller Bedeutung (Veldhoen et al. 2006;
Korn et al. 2007; Jager & Kuchroo 2010). Die Funktion der Th17-Zellen scheint in der Ab-
wehr extrazellularer Pathogene wie beispielsweise Klebsiella pneumoniae oder Borrelia
burgdorferi zu liegen, bei denen die Immunantwort durch Th1- oder Th2-Zellen nicht aus-
reichend gelingt. Andererseits scheinen Th17-Zellen auch an der Auslosung von Autoim-
munerkrankungen beteiligt zu sein (Jager & Kuchroo 2010; Bettelli et al. 2006). In neueren
Studien wird daher das Vorhandensein von Th17-Effektorzellen (Teff17) und Th17-regula-
torischen Zellen (Treg17) diskutiert, was die kontroversen Wirkungen erklaren kénnte.
Teff17-Zellen wirden sich demnach unter dem Einfluss von IL-6 und IL-23 bilden und sich
durch ihre proentzindliche Wirkung auszeichnen. In einer von IL-6 und TGF-$ gepragten
Zytokinumgebung dagegen differenzierten die naiven CD4+ T-Zellen zu Treg17-Zellen, die
IL-21 und antientzindliches IL-10 produzieren (Singh et al. 2013; Chaudhry et al. 2009).
Unter dem Einfluss von IL-23 kénnen sie sich jedoch anscheinend zu Teff17-Zellen wan-
deln (Singh et al. 2013). Die Bildung von Th17-Zellen steht im Verhaltnis zu Th1- und Th2-
Zellen: deren Leitzytokine IFN-y und IL-4 hemmen die Differenzierung von Th17-Zellen (J&-
ger & Kuchroo 2010).

Die proinflammatorische Reaktion des Immunsystems auf fremde oder kdrpereigene Anti-
gene kann von T regulatorischen Zellen moduliert und begrenzt werden, weshalb diese
eine wichtige Rolle bei der Induktion und Aufrechterhaltung von Immuntoleranz spielen (F.
Li & Tian 2013). Zu diesen regulatorischen T-Zellen gehéren CD4+CD25+Foxp3+ T-Zellen
(Tregs) sowie Typ 1 regulatorische Zellen (Tr1). Teilweise werden zusatzlich sog. Th3-Zel-
len beschrieben: Foxp3-negative regulatorische Zellen, die im Zusammenhang mit oraler
Toleranzinduktion in Tieren gesehen wurden und antigenspezifisch TGF-f sezernieren. Zu-
mindest ein Teil dieser Th3-Zellen scheint jedoch auch Foxp3+ zu sein (S. Sakaguchi et al.
2008).



1.3.1 T regulatorische Zellen

T regulatorische Zellen (Tregs) stellen einen Subtyp der CD4+ T-Zellen dar, der die proin-
flammatorische Wirkung von Effektor-T-Zellen begrenzen kann. Neben der Suppression
von differenzierten T-Effektorzellen wird bereits ihre Differenzierung aus naiven T-Zellen
sowie deren Proliferation inhibiert (S. Sakaguchi et al. 2008). Erstmals wurden T regulato-
rische Zellen im Zusammenhang mit der Unterdrickung von Autoimmunitat beschrieben
(S. Sakaguchi et al. 1985), seitdem sind weitere Erkenntnisse zu ihrer vielfaltigen Wirkung
auch bei der Transplantattoleranz, chronisch persistierenden Infektionen und im Zusam-
menhang mit Tumorimmunitat gewonnen worden (H. Y. Wang & R.-F. Wang 2007; S. Sak-
aguchi et al. 2008).

T regulatorische Zellen lassen sich anhand ihrer Entstehung in zwei Subtypen einteilen: Ein
groler Teil entsteht kurz nach der Geburt im Thymus durch MHC ll-abhangige T-Zell-Re-
zeptor-Interaktionen, wobei die Intensitat der Interaktion das entscheidende Signal zur
Treg-Differenzierung zu sein scheint (Ohkura et al. 2013). Diese CD4+CD25+Foxp3+ Zel-
len werden als natirliche T regulatorische Zellen (nTregs) bezeichnet (S. Sakaguchi 2005).
Demgegenuber entsteht ein anderer Teil, sog. induzierte T regulatorische Zellen (iTregs),
infolge einer Immunantwort aus konventionellen Foxp3- T-Zellen in der Peripherie (S. Liang
et al. 2005; W. Chen et al. 2003). Fir diesen Konversionsprozess zu Foxp3+ Zellen ist
TGF-p das entscheidende Signal; auch in vitro kénnen unter seinem Einfluss Tregs indu-
ziert werden (W. Chen et al. 2003). In der Leber stellen LSECs mit an ihrer Oberflache
gebundenem TGF-$ den potentesten Faktor zur Induktion hepatischer iTregs dar (Caram-
bia et al. 2014).

Gekennzeichnet werden Tregs durch die konstitutive Expression von CD4 sowie CD25, der
o-Kette des IL-2-Rezeptors, auf ihrer Zelloberflache (S. Sakaguchi et al. 1995). Des Weite-
ren steht mit dem Forkhead box protein 3 (Foxp3) ein Marker zu Verfligung, der spezifisch
fir murine Tregs ist, und somit eine sichere Identifikation von Tregs erlaubt (Hori et al.
2003). Dieser Transkriptionsfaktor Foxp3 ist essentiell fur die Entstehung und Funktionalitat
der Tregs (Khattri et al. 2003; Fontenot et al. 2003): Defekte im FOXP3-Gen flihren zu
schwersten, letalen Immunerkrankungen in der Maus bzw. zu dem x-chromosomalen IPEX
Syndrom (immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome) im
Menschen, einer polyendokrinen Autoimmunkrankheit mit hyperaktiven CD4+ T-Zellen, ei-
nem Mangel an Tregs und einer Uberproduktion von Zytokinen (Wildin et al. 2002; Brunkow
et al. 2001).

Bei humanen sowie bei einigen murinen generierten Tregs ist Foxp3 jedoch nur transient
vorhanden, da die Transkription einer epigenetischen Regulation unterliegt (Josefowicz &
Rudensky 2009). Bei Methylierung des CpG-Locus im foxp3-Gen-Promotor wird die Tran-
skription reduziert. Als Folge wird Foxp3 nicht stabil exprimiert, was insbesondere bei in
vitro generierten iTregs zur Foxp3-Instabilitat fihrt. Die nTregs zeigen bei vollstandiger
Demethylierung der CpG-Sequenz dagegen eine stabile Foxp3-Expression (Floess et al.
2007; Polansky et al. 2008; Curotto de Lafaille & Lafaille 2009).

Auch das Zytokin IL-2 ist fur die Funktion, Differenzierung und Stabilisierung von Tregs von
Bedeutung. So steigert es in vitro die suppressive Kapazitat von Tregs (Furtado et al. 2002).
Méause, denen IL-2 oder CD25 fehlen, zeigen eine verringerte Anzahl an Foxp3+ Tregs in
Verbindung mit der Entwicklung autoimmuner Erkrankungen (Setoguchi et al. 2005; Fur-
tado et al. 2002). Ein &hnliches Bild ergibt sich bei Mausen, deren T-Zellen nicht mehr Uber
den Transkriptionsfaktor STAT5a und b verfligen; Uber STAT5a und b erfolgt normaler-
weise die Signaltransduktion vom IL-2-Rezeptor zum Zellkern, wo tber die Bindung an den
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foxp3-Promotor die Expression von Foxp3 beeinflusst wird (Burchill et al. 2007). Mit NFAT
und Smad3 sind weitere Transkriptionsfaktoren beschrieben, die fiir die periphere Foxp3-
Induktion von Bedeutung sind (Josefowicz & Rudensky 2009).

Auf Zellebene flhrt Foxp3 zur Inhibierung der inflammatorischen IL-2-, IL-4- und IFN-y-Pro-
duktion bei gleichzeitiger Forderung der Expression Treg-spezifischer Oberflachenproteine
wie CD25, Glucocorticoid-inducible tumor necrosis factor receptor (GITR) und Cytotoxic T
lymphocyte—associated antigen 4 (CTLA-4) (S. Sakaguchi et al. 2008). Insbesondere letzt-
genanntem Molekul, welches konstitutiv von aktivierten Tregs exprimiert wird, wird eine
wichtige Rolle fir die zellkontaktabhangige suppressive Funktion der Tregs zugeschrieben
(Campbell & Koch 2011), schlieRlich entwickelten Mause mit defektem CTLA-4-Gen inner-
halb der ersten Wochen nach Geburt eine letal verlaufende lymphoproliferative Immundys-
regulation (Waterhouse et al. 1995; Walker 2013). Das Protein CTLA-4 kann mit hoher Af-
finitdt an CD80 und CD86 auf der Oberflache von DCs binden. Zum einen wird dadurch
eine Herunterregelung der Expression von CD80 und CD86 initiiert, zum anderen ist diese
Bindungsstelle fur das konkurrierende CD28 von T-Helferzellen blockiert, diese kénnen so
nicht aktiviert werden (Walker 2013; Wing et al. 2011). Auch Uber eine funktionelle Modu-
lation der APCs sowie die Ausschuttung von Perforinen und Granzymen, welche zytolytisch
wirken, vermitteln Tregs ihren suppressiven Effekt auf Entziindungszellen (Gondek et al.
2005; Grossman, Verbsky, Barchet, et al. 2004; S. Sakaguchi 2005). Des Weiteren beein-
flussen Tregs das Zytokinmilieu: sie kdnnen die Apoptose von T-Effektorzellen induzieren,
indem sie fur T-Effektorzellen essentielle Zytokine wie z.B. IL-2 binden und entfernen (Pan-
diyan et al. 2007). Die Sekretion antiinflammatorischer Botenstoffe wie TGF-f, IL-10 und
IL-35 durch Tregs, welche hemmend auf proinflammatorische Zellen wirken, sorgt fiir einen
weiteren zellunabhangigen, inhibierenden Effekt (Collison et al. 2007; Shevach 2009).

Trotz ihrer normalerweise geringen Frequenz in der Leber (ca. 1%) (F. Li & Tian 2013)
scheinen Tregs fur die Aufrechterhaltung von hepatischer Immuntoleranz von grof3er Rele-
vanz zu sein. Mittels IL-10 bzw. TGF- konnten sie im Concavalin-A (ConA)-Hepatitis-
Mausmodell auch eine ausgepragte Leberentziindung eingrenzen (Wei et al. 2008; Erhardt
et al. 2007). In einem Mausmodell der Autoimmunhepatitis (AIH), bei dem Ovalbumin in
Hepatozyten exprimiert und durch Ovalbumin-spezifische CD8+ T-Zellen eine Immunant-
wort ausgeldst wird, supprimierten CD4+CD25+Foxp3+ Tregs selbst eine fulminante He-
patitis (an Haack et al. 2015). Auch hinsichtlich des Schutzes vor Autoimmunitat weisen
hepatische iTregs ein groRes Potential auf: Bei ektopischer Expression des neuralen Auto-
antigens Myelin Basisches Protein (MBP) in der Leber wird dort die Bildung peripherer an-
tigenspezifischer CD4+CD25+Foxp3+ Tregs induziert. Hieriber wird im Tiermodell der Mul-
tiplen Sklerose, dem Mausmodell der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis
(EAE), eine Immuntoleranz gegenuber dem MBP-Antigen und somit Schutz vor der Krank-
heit vermittelt (Lith et al. 2008). Die TGF-B-abhangige Konversion konventioneller
CD4+Foxp3- T-Zellen zu peripheren CD4+Foxp3+ Tregs erfolgt dabei hauptsachlich durch
LSECs mit an ihrer Oberflache gebundenem TGF-f3 (Carambia et al. 2014). Dies verdeut-
lich die hohe Relevanz von Tregs bei der Kontrolle hepatischer und systemischer Immun-
antworten.

1.3.2 Typ 1 regulatorische T Zellen

Typ 1 regulatorische Zellen (Tr1) wurden erstmals als CD4+ T-Zell-Subtyp beschrieben,
der antigenspezifisch T-Effektorzellen supprimieren und so Schutz vor einer Colitis bieten
kann (Groux et al. 1997). Als CD4+Foxp3- T-Zellen, die ihre suppressive Funktion haupt-
sachlich Uber die hohe Sekretion von IL-10 vermitteln, unterscheiden sie sich von den
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Foxp3+ Tregs und bilden einen eigenen Subtyp regulatorischer T-Zellen (Groux et al.
1997). Eine Identifizierung der Tr1 Zellen wurde anfangs Uber die Charakterisierung ihres
spezifischen Zytokinprofils vorgenommen, bestehend aus hoher IL-10-Sekretion, weiterhin
TGF-B-, IFN-y- und IL-5-Sekretion bei gleichzeitig geringer bzw. nicht vorhandener IL-4-
und IL-2-Produktion (Groux et al. 1997; Bacchetta et al. 2002). Auch wenn noch kein spe-
zifisch exprimierter Transkriptionsfaktor von Tr1 Zellen beschrieben ist (H. Zeng et al.
2015), soll eine sichere Identifizierung von Tr1 Zellen anhand ihrer Oberflachenmolekiile
CD49b und Lymphocyte activation gene-3 (Lag-3) moglich sein, deren Koexpression fur
Tr1 Zellen spezifisch sei (Gagliani et al. 2013).

CD49b, ein Rezeptor aus der Integrin-Familie, findet sich auf vielen Zellarten wie beispiels-
weise Th17- und T-Gedachtniszellen und bindet diverse Moleklle, weshalb es weniger fir
die Tr1-spezifischen Funktionen verantwortlich zu sein scheint (H. Zeng et al. 2015). Lag-3
ist ein Homolog des CD4-Membranproteins, welches MHC |l binden und hierliber die TCR-
vermittelte Signaltransduktion in anderen Zellen hemmen kann (Gagliani et al. 2013). Es
findet sich ebenfalls auf aktivierten T-Effektorzellen und Foxp3+ Tregs (Bruniquel et al.
1998; Camisaschi et al. 2010). Tr1 Zellen weisen eine Vielzahl weiterer Membranproteine
wie CD40L, CTLA-4, Programmed cell deathprotein 1 (PD-1) und inducible co-stimulator
(ICOS) auf, die fur die Funktion wichtig, jedoch nicht spezifisch sind (H. Zeng et al. 2015).

Bei der Differenzierung des Tr1-Phanotyps, wofir IL-10 entscheidend ist, spielen verschie-
dene Transkriptionsfaktoren eine Rolle; zu nennen sind hier primar das Homolog des Pro-
toonkogens Avian Musculoaponeurotic Fibrosarcoma (c-Maf), der Arylhydrocarbon-Rezep-
tor (AhR), Interferonregulierender Faktor 4 (IRF4) und das Early growth response protein 2
(Egr-2) (H. Zeng et al. 2015; Jin et al. 2013). Die Expression von c-Maf wird durch IL-2 und
IL-6 induziert, welche Uber STAT3 und STAT5 an die Promotorregionen des IL-10- und c-
Maf-Gens binden, sodass eine optimale Aktivierung erfolgen kann (Jin et al. 2013; Tsuji-
Takayama et al. 2008; Rani et al. 2011; Benkhart et al. 2000; Stumhofer et al. 2007). Dabei
scheint ein Zusammenwirken mit Ahr zu erfolgen: durch IL-27 induziert, bindet Ahr an c-
Maf, worlber in der Folge die Genpromotoren von IL-10 und IL-21 aktiviert werden, welche
fur die Differenzierung eines Tr1-Phanotyps wichtig sind (Apetoh et al. 2010).

Von Relevanz fir die IL-10-Produktion und somit Tr1-Differenzierung ist auch Egr-2. Wer-
den naive CD4+ T-Zellen mit IL-27 stimuliert, erfolgt eine Phosphorylierung von Stat3 und
die Aktivierung des Egr2-Signalweges (Vasanthakumar & Kallies 2013), welcher die Ex-
pression des Gens PR domain zinc finger protein 1 (Prdm1) und des zugehdrigen Proteins
B lymphocyte-induced maturation protein-1 (Blimp-1) stimuliert. Der Egr-2-Signalweg
scheint also notwendig fur die Blimp-1-vermittelte IL-10-Produktion (lwasaki et al. 2013)
und korrespondiert mit der Lag-3-Expression auf IL-10-produzierenden suppressiven CD4+
T-Zellen (Okamura et al. 2012).

Die immunmodulatorische Funktion von Tr1 Zellen, nachdem sie Uber ihren T-Zell-Rezeptor
antigenspezifisch aktiviert wurden, entfaltet sich vor allem Gber die Wirkung von IL-10 und
TGF-B (Roncarolo et al. 2014; Groux et al. 1997). Die Suppression von T-Effektorzellen
bzw. die Inhibierung unerwiinschter Immunantworten erfolgt eher in der lokalen Umgebung,
im Gegensatz zu nTregs, die auch systemische Wirkung aufweisen (H. Zeng et al. 2015).
Es werden vier verschiedene Mechanismen der Suppression beschrieben: Zum einen fihrt
die Sekretion von IL-10 zur Hemmung von T-Effektorzellen und APCs. IL-10 und TGF-
unterdricken die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-2 und IFN-y, wodurch
Proliferation und Funktion der T-Zellen unterdrickt werden (Vieira et al. 2004; Gorelik &
Flavell 2002; Groux et al. 1997). Auf APCs entfaltet IL-10 seine Wirkung, indem es immun-
modulatorische Membranproteine wie Immunoglobulin-like transcript-3 (ILT3) und -4 (ILT4)
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hochreguliert, was in der Folge die Reifung der APCs verhindert und so zu T-Zell-Toleranz
fuhrt (Manavalan et al. 2003; Gregori et al. 2010). Zweitens kdnnen Tr1 Zellen Uber die
Ausschittung von Granzym B und Perforin eine Zytolyse von Dendritischen Zellen vermit-
teln (Grossman, Verbsky, Tollefsen, et al. 2004; Roncarolo et al. 2014). Drittens ist ein Ein-
fluss von Tr1 Zellen auf T-Effektorzellen in der Umgebung von Tumoren beschrieben wor-
den, indem sie Ektoenzyme wie CD39 und CD73 induzieren, was die metabolische Regu-
lation der T-Effektorzellen stort und somit suppressiv wirkt (Mandapathil et al. 2010; H. Zeng
et al. 2015). Viertens kénnen Tr1 Zellen ihre Wirkung entfalten, indem sie Uber kostimula-
torische bzw. koinhibitorische Oberflachenmolekule die Funktion von DCs und daruber
auch T-Effektorzellen beeinflussen, ahnlich den Tregs (Gregori et al. 2012). Von Bedeutung
sind dabei beispielsweise CTLA-4 und PD-1. CTLA-4 bindet an CD80 und CD86 auf DCs,
wodurch APCs und folglich T-Effektorzellen gehemmt werden — hierbei handelt es sich um
die gleichen Mechanismen wie bei den Tregs (Wing et al. 2011; Akdis et al. 2004). Syner-
gistisch dazu wirkt der PD-1-Signalweg, bei dem PD-1 auf Tr1 Zellen Uber Bindung an seine
Liganden PD-L1 oder PD-L2 eine antigenspezifische Inhibierung der T-Effektorzellen aus-
I6st. In Versuchen hob eine Blockierung von PD-1 die Tr1-vermittelte Hemmung antigen-
spezifischer T-Effektorzellen teilweise auf, sodass PD-1 von Bedeutung fir die Wirkung von
Tr1 Zellen zu sein scheint (Fife & Pauken 2011; Gregori et al. 2012; Akdis et al. 2004).

Der immunsuppressive Einfluss von Tr1 Zellen zeigt sich in Zusammenhang mit der Ver-
mittlung von Toleranz nach Organtransplantation, bei der Persistenz chronischer Entziin-
dungen, Tumorimmunitat sowie bei verschiedenen Autoimmunkrankheiten (Roncarolo et
al. 2014). Zu letzteren z&hlen u.a. chronisch-entzindliche Darmerkrankungen (CED), bei
welchen der Transfer von antigenspezifischen Tr1 Zellen eine weitere Inflammation im
Mausmodell unterdriickte (Groux et al. 1997). Auch im Mausmodell der Multiplen Sklerose
konnte durch den Transfer von Tr1 Zellen die Ausbildung von Symptomen einer Neuroin-
flammation unterbunden werden (Barrat et al. 2002). Fir Diabetes Mellitus Typ 1, Pemphi-
gus Vulgaris, Myasthenia Gravis und Zdliakie existieren ebenfalls Daten, die die Relevanz
von Tr1 Zellen im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen unterstreichen (H. Zeng et
al. 2015; Roncarolo et al. 2014). Inzwischen existieren erste klinische Studien, in denen Tr1
Zellen als Therapieoption bei hamatologischen Malignomen bzw. CED untersucht werden.
Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich um ein sicheres Verfahren han-
deln kénnte (Bacchetta et al. 2014).

1.4 TGF-B und IL-10 als antientziindliche Zytokine in der Leber

Zur Gewabhrleistung der Immunhomd&ostase kommt proinflammatorischen und immunmo-
dulierenden Zytokinen eine besondere Rolle zu. Sowohl im Zusammenhang mit Infektionen
als auch mit Autoimmunitat beeinflussen sie die Differenzierung und Effektorfunktion von
Lymphozyten (Sanjabi et al. 2009), wobei sie zell- und kontextabhangig pleiotrope Effekte
im Immunsystem haben kénnen (M. O. Li & Flavell 2008b). Fur das tolerogene Umfeld der
Leber sind vor allem die regulatorischen Zytokine TGF- und IL-10 bedeutsam, welche dort
nicht nur von Tregs und Tr1 Zellen, sondern auch von nicht-parenchymatdsen Zellen in der
Leber, beispielsweise LSECs, produziert werden (Thomson & Knolle 2010; Crispe 2011;
M. O. Li & Flavell 2008b).

Das Zytokin Transforming growth factor B (TGF-B) findet sich in drei Isoformen in Sduge-
tieren (TGF-B1, -2, -3), wobei TGF-B1 den gréRten modulatorischen Einfluss auf das Im-
munsystem hat (M. O. Li, Wan, et al. 2006). Dies wurde erstmals deutlich, als TGF-p1-
defiziente Mause spontan eine multifokale inflammatorische Autoimmunkrankheit entwi-



ckelten (Kulkarni et al. 1993; Shull et al. 1992). Einen &hnlichen Phanotyp, mit Hyperprolife-
ration und Aktivierung von T-Effektorzellen, zeigen Mause, deren gesamtes T-Zell-Reper-
toire einen dominant-negativen TGF-B-Rezeptor exprimiert (M. O. Li, Sanjabi, et al. 2006;
Shull et al. 1992; Marie et al. 2006). TGF-( entfaltet eine hemmende Wirkung auf die Diffe-
renzierung von naiven CD4+ T-Zellen zu Th1- oder Th2-Zellen, wohingegen es die Diffe-
renzierung von iTregs induziert (M. O. Li & Flavell 2008a). Bereits im Thymus ist TGF- fur
die Entwicklung der T-Zellen sowie nTregs relevant, wobei die exakten Zeitpunkte und Me-
chanismen der Wirkung dabei noch umstritten sind (Y. Liu et al. 2008; M. O. Li & Flavell
2008b). Neben der eingeschrankten Treg-Generierung wirkt sich eine Stérung des TGF-B-
Signalweges negativ auf die Kontrolle von aktivierten T-Effektorzellen aus, welche in die-
sem Fall nicht durch Tregs supprimiert werden kénnen (M. O. Li & Flavell 2008a; Fahlén et
al. 2005).

TGF-B wird als unreife Vorstufe, sog. pro-TGF-f3, synthetisiert, welches als Propeptid einen
aminoterminalen Schwanz und ein Signalpeptid enthalt (Derynck et al. 1985). Hiertber ge-
langt es zum Golgi-Apparat, wo es durch Furin-Peptidasen prozessiert und dabei der Ami-
noterminus abgeschnitten wird (Dubois et al. 1995). Aus den aminoterminalen Peptiden
entsteht das Latency-associated peptide (LAP), welches als Homodimer nicht-kovalent an
das Homodimer eines reifen TGF-B bindet und so latentes TGF-( bildet (Saharinen et al.
1996; Gleizes et al. 1996). Dieser Komplex wird dann entweder sezerniert oder assoziiert
an Latent TGF-B binding protein (LTBP), worliber eine Adressierung an die Extrazellulare
Matrix erfolgt (Saharinen & Keski-Oja 2000; Annes et al. 2003). Im latenten Zustand ist die
Bindung von TGF- an seine Rezeptoren in der Regel nicht méglich. Erst durch die Prote-
olyse von LAP durch TGF-B-Aktivatoren oder durch eine Konformationsédnderung des Kom-
plexes geht TGF-f in seine aktive Form Uber (Kulkarni et al. 1993; Annes et al. 2003; M. O.
Li & Flavell 2008Db).

Jedoch kann eine Bindung von latentem TGF- an Glycoprotein A repetitions predominant
(GARP), wie es speziell von aktivierten Tregs exprimiert wird, erfolgen (A. X. Zhou et al.
2013). Auch LSECs sind tiber GARP/LAP/TGF-f in der Lage, antigenspezifische Tregs zu
induzieren (Carambia et al. 2014). Diese so aktivierten Tregs sind potente Induktoren von
Th17-Zellen in Gegenwart von IL-6 bzw. von weiteren Tregs bei IL-2-Prasenz (J. P.
Edwards et al. 2013). Die de novo Generierung von Foxp3+ Tregs durch TGF-f3 und IL-2
ist konzentrationsabhangig: bei viel TGF-B werden bevorzugt Tregs gebildet, bei wenig
TGF-B lauft die Differenzierung zu Th17-Zellen verstarkt ab (Andersson et al. 2008; S. G.
Zheng et al. 2007; Korn et al. 2009; L. Zhou et al. 2008). Eine Hemmung der T-Zell-Antwort
erfolgt des Weiteren durch ltozellen mittels aktivem TGF-3 aus membrangebundenem la-
tenten GARP/TGF-B-Komplex (Y. Li et al. 2015).

Bei Bindung von TGF-$ an die Zelle werden die TGF-B-Rezeptoren Typ | und Typ Il zu-
sammen gebracht, transmembranare Serin-Threonin-Kinasen (Shi & Massagué 2003; M.
O. Li & Flavell 2008b). Das weitere Signaling erfolgt tGiber verschiedene Phosphorylierungs-
schritte von Smad-Proteinen als Transkriptionsfaktoren sowie tber Smad-unabhangige
Signalwege wie Mitogen-activated protein kinases (MAPK), Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) oder die Proteinphosphatase 2A (PP2A), Uber welche die pleiotropen Effekte von
TGF-B im Immunsystem vermittelt werden (M. O. Li & Flavell 2008a; Shi & Massagué 2003;
Massagué & Gomis 2006).

Auch das Zytokin IL-10 entfaltet pleiotrope, von den Zielzellen abhangige Effekte auf das
Immunsystem (Mosser & X. Zhang 2008). Es wurde urspriinglich als von Th2-Zellen pro-
duziertes, Th1-Zellen hemmendes Zytokin beschrieben (Fiorentino et al. 1989), tatsachlich
wird es von diversen T-Zellen produziert. Insbesondere Th2-, Treg-, Tr1- und Th17-Zellen,
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aber auch Zytotoxische T-Zellen und Th1-Zellen sezernieren IL-10. In geringerem Malde
sind dazu ebenso B-Zellen, NK-T-Zellen, Makrophagen und APCs als Antwort auf eine Pa-
thogeninfektion in der Lage (Moore et al. 2001; Sanjabi et al. 2009).

Die Bedeutung des Zytokins wurde evident, als IL-10-defiziente Mause in spezifisch-patho-
gen-freier Umgebung eine letale Colitis entwickelten (Kihn et al. 1993). Auch in keimfreier
Umgebung zeigen diese Tiere eine erhdhte Suszeptibilitat fir eine Colitis; zusammenge-
nommen verdeutlicht dies die Relevanz von IL-10 fir den Erhalt der T-Zell-Toleranz gegen-
Uber Antigenen der kommensalen Darmflora bzw. Limitierung von Inflammation und Gewe-
beschaden im Gastrointestinaltrakt (Sellon et al. 1998; M. O. Li & Flavell 2008a; Rakoff-
Nahoum et al. 2006). Da jedoch ein hoher IL-10-Spiegel die Persistenz chronischer Infekti-
onen férdert und die Pathogenclearance vermindert, ist eine feine Abstimmung der IL-10-
Regulation essentiell fir die Aufrechterhaltung der Imnmunhomdéostase (Couper et al. 2008).

Das Homodimer IL-10 vermittelt seine Wirkung Uber die IL-10-Rezeptoren Typ 1 (IL-10R1)
und Typ 2 (IL-10R2). IL-10 bindet an einen heteromeren Komplex aus je zwei der Rezep-
tortypen, woraufhin der Transkriptionsfaktor Stat3, der weiteren regulatorischen Einflissen
unterliegt, aktiviert wird (Mosser & X. Zhang 2008; O’Shea & Murray 2008). Andere, nicht
Stat3-abhangige Signalwege sind beispielsweise die PI3K- und NFkB-Signalwege, weitere
werden diskutiert (Mosser & X. Zhang 2008).

Die exakten Mechanismen der IL-10-Expression in T-Zellen sind noch nicht vollstandig ge-
klart; mithilfe der Generierung von IL-10-Reportermdusen, bei denen IL-10-produzierende
Zellen eine Green Fluorescent Protein (GFP)-Autofluoreszenz aufweisen, lassen sich je-
doch neue Erkenntnisse gewinnen (Kamanaka et al. 2006). So konnte gezeigt werden,
dass IL-10-produzierende Zellen nichtim Thymus, aber in peripheren Geweben in verschie-
dener Haufigkeit zu finden sind, mit dem gréRten Anteil im Gastrointestinaltrakt (Kamanaka
et al. 2006; Maynard et al. 2007).

IL-10 reguliert die T-Zell-Antwort sowohl direkt als auch indirekt iber die Beeinflussung von
APCs. Letzteres geschieht durch die Unterdriickung der Produktion inflammatorischer Zy-
tokine wie IL-1, IL-6, IL-12 und TNF-a sowie durch verminderte Expression kostimulatori-
scher Molekiile wie CD80 und CD86 auf Dendritischen Zellen (M. O. Li & Flavell 2008a;
Moore et al. 2001). Der direkte Einfluss von IL-10 zeigt sich zum einen in der Autoregulation
von Th1-Zellen, deren selbst produziertes IL-10 eine lGberschieRende Th1-Antwort wahrend
Infektionen begrenzt (Jankovic et al. 2007). Des Weiteren fordert es die Differenzierung von
IL-10-produzierenden Tr1 Zellen, wobei IL-27 und TGF-f wichtige Kofaktoren sind (Groux
et al. 1997; Stumhofer et al. 2007; M. O. Li & Flavell 2008a). Eine weitere Schnittstelle mit
TGF-p ergibt sich aus der Beobachtung, dass eine Treg-spezifische IL-10-Gen-Deletion zur
Entwicklung einer Colitis bei Mausen fuhrt (Rubtsov et al. 2008). Das von Tregs produzierte
IL-10 ist demnach wichtig flr die Aufrechterhaltung der Toleranz — fur die Induktion und
Funktion von Tregs wiederum ist TGF-p unabdingbar, sodass das Zusammenspiel von IL-
10 und TGF-g fur die Immunhomdostase von zentraler Bedeutung ist (Maynard et al. 2007).

Auch in der Leber, im ConA-Hepatitis-Mausmodell, konnte der protektive Effekt von IL-10
beobachtet werden. Die exogene Zufuhr von IL-10 schitzte vor ConA-induzierten Leber-
schaden, welche umso gravierender ausfielen, wenn IL-10 durch Antikdrper blockiert oder
bei IL-10-knockout Mausen nicht wirksam werden konnte (Di Marco et al. 1999). Dabei
scheinen hauptsachlich T regulatorische Zellen und Kupffer-Zellen fir die IL-10-Produktion
verantwortlich zu sein, was mit der Induktion einer Toleranz im ConA-Modell einherging.
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Bei IL-10-Blockade durch Antikérper wurde diese wieder durchbrochen bzw. in IL-10-defi-
zienten Mausen konnte sie erst gar nicht induziert werden (Erhardt et al. 2007; Erhardt &
Tiegs 2010).

1.5 Die koinhibitorischen Zellmembranproteine CTLA-4 und PD-1

Bei dem Cytotoxic T lymphocyte—associated antigen 4 (CTLA-4) handelt es sich als Mitglied
der Immunglobulin-Superfamilie um ein Homolog zu CD28 mit einer starkeren Bindungsaf-
finitdt zu CD80 und CD86 (Buchbinder & Desai 2016; Dariavach et al. 1988). Es liegt als
Homodimer vor, besteht aus einer extrazellularen und einer zytoplasmatischen Domane
und findet sich in ruhenden Lymphozyten grétenteils in intrazelluldren Vesikeln (Walker &
Sansom 2015; Alegre et al. 1996). Nach Aktivierung der T-Zellen durch TCR-Bindung und
CD28-Kostimulation wird CTLA-4 durch Exozytose in die Zellmembran integriert; je starker
hierbei das TCR-Signal der Aktivierung, desto mehr CTLA-4 wird auf der Zelloberflache
exprimiert (Linsley et al. 1996). Tregs scheinen CTLA-4 konstitutiv zu exprimieren, jedoch
ist auch hier die Quantitdt vom Grad der Aktivierung abhangig (Buchbinder & Desai 2016).

Ist der genaue Mechanismus der Hemmung auch kontrovers, so wird eine Schlisselrolle,
die CTLA-4 bei der Kontrolle von autoreaktiven T-Zellen zukommt, anerkannt und konnte
in Studien gezeigt werden (Takahashi et al. 2000; Read et al. 2000). Eine Defizienz von
CTLA-4 provoziert ein lymphoproliferatives Krankheitsbild, das dem IPEX-Syndrom bei
Foxp3-Defizienz ahnelt (Wing et al. 2011). Die suppressive Wirkung des CTLA-4 wird groR-
teils Uber Dendritische Zellen vermittelt (Cobbold et al. 2010): durch die hochaffine Bindung
an CD80 und CD86 antagonisiert es den kostimulatorischen Rezeptor CD28 auf T-Zellen
(Buchbinder & Desai 2016). Das Verhaltnis der CD80/86-Bindungsstellen, die durch stimu-
lierendes CD28 oder durch inhibierendes CTLA-4 besetzt sind, definiert damit, ob die T-
Zelle aktiviert oder anergisch wird (Krummel & Allison 1995). Des Weiteren fihrt CTLA-4
zu einer Herunterregelung der Expression von CD80 und CD86 auf DCs; nach der Tran-
sendozytose werden diese Molekile lysosomal abgebaut (Oderup et al. 2006; Qureshi et
al. 2011).

Fir die suppressive Wirkung des CTLA-4 scheint dessen extrazellulare Domane ausrei-
chend zu sein; Mause, bei denen der zytoplasmatische Anteil des CTLA-4 fehlte, zeigten
trotzdem eine suffiziente Hemmung der T-Zell-Antwort (Masteller et al. 2000; Tai et al.
2012). Interessanterweise kann CTLA-4 auch bei Abwesenheit von Foxp3 auf Tregs eine
ausreichende Inhibition vermitteln (Y. Zheng et al. 2008; Gao et al. 2011).

Auch das Programmed cell death protein 1 (PD-1) ist ein Mitglied der Immunglobulin-Su-
perfamilie bzw. CD28-Familie der kostimulatorischen Rezeptoren (Buchbinder & Desai
2016). Als Transmembranprotein, kodiert durch das Pdcd-1-Gen, weist es eine extrazellu-
lare und eine zytoplasmatische Domane auf und liegt als Monomer vor (Keir et al. 2008).
Urspranglich wurde PD-1 im Zusammenhang mit dem programmierten Zelltod bei T-Zell-
Hybridomen beschrieben, jedoch scheint inzwischen evident, dass es auf die zellulare Ak-
tivierung Einfluss nimmt statt auf den programmierten Zelltod (Ishida et al. 1992; S. C. Liang
et al. 2003). Exprimiert wird PD-1 auf aktivierten T-Zellen, NK-T-Zellen, B-Zellen und
myeloiden Zellen, nicht jedoch auf ruhenden Zellen (Keir et al. 2008), womit es eine weitere
Verbreitung aufweist als CTLA-4. PD-1 gilt des Weiteren als Marker fir ,ausgebrannte”
(engl.: exhausted) T-Zellen, die einer starken bzw. andauernden Stimulation unterlagen,
was zu einer T-Zell-Dysfunktion fuhrt wie sie bei chronischen Infektionen oder Tumoren
beobachtet werden kann (Wherry & Kurachi 2015).
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Nach Bindung von PD-1 an einen seiner Liganden PD-L1 oder PD-L2 wird eine Inhibierung
der T-Zell-Proliferation sowie der Produktion der proinflammatorischen Zytokine IFN-y,
TNF-a und IL-2 ausgel6st, einhergehend mit einer gesteigerten T-Zell-Apoptose (Fife &
Pauken 2011). Dies geschieht jedoch ausschlief3lich bei koinzidenteller Bindung von TCR
und PD-1 durch dieselbe APC, weshalb die raumliche Nahe zwischen T-Zell-Rezeptor und
PD-1 von entscheidender Bedeutung fir die Inhibition ist (Keir et al. 2008). Wird PD-1 also
adaquat aktiviert, erfolgt die intrazellulare Phosphorylierung zweier Tyrosine der zytoplas-
matischen Doméane. Hieran kénnen in der Folge die Protein-Tyrosin-Phosphatasen SHP-1
und SHP-2 binden, welche Uber eine Dephosphorylierung weiterer Molekle des Signalwe-
ges, wie z.B. PI3K und PKB, eine Beendigung der T-Zell-Aktivierung oder Stérung des T-
Zell-Stoffwechsels vermitteln (Francisco et al. 2010; Bennett et al. 2003). SHP-1 und -2
interagieren dafir mit dem Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) und dem
Immunoreceptor tyrosine-based switch motif (ITSM) des zytoplasmatischen Schwanzes
von PD-1 (Chemnitz et al. 2004; Fife & Bluestone 2008; Okazaki et al. 2001).

Des Weiteren kann Uber PD-1 eine Hemmung der Expression von Transkriptionsfaktoren
wie GATA-3 und Tbet erfolgen, was ebenso wie die Inhibition der PI3K- und PKB-Aktivie-
rung die T-Zell-Funktion negativ reguliert (Chemnitz et al. 2004; Parry et al. 2005; Dong &
Nurieva 2003; Fife & Bluestone 2008). Durch die verminderte Induktion des antiapoptoti-
schen Proteins Bcl-xL, eine weitere Funktion von PD-1, wird das T-Zell-Uberleben reduziert
(Chemnitz et al. 2004). Bei rechtzeitiger Aktivierung von CD28 kdnnen jedoch die inhibito-
rischen Wirkungen durch PD-1 aufgehoben werden (Keir et al. 2008).

Die Vielzahl der biologischen Effekte von PD-1 erklart sich auch durch die verschiedenen
Liganden und deren weiter Verbreitung auf diversen Zellarten. PD-L1 findet sich auf Leu-
kozyten, nicht-hadmatopoetischen Zellen, Dendritischen Zellen, in nicht-lymphatischem Ge-
webe, aber auch auf Parenchymzellen nach IFN-y-Aktivierung sowie auf Tumorzellen und
Tumor-infiltrierenden Lymphozyten. Typ 1- und Typ 2-Interferone sowie TNF-a induzieren
die Expression von PD-L1 (Francisco et al. 2009). Das Vorkommen des héher affinen PD-
L2 ist auf aktivierten Dendritischen Zellen und Monozyten beschrieben worden, insbeson-
dere nach Stimulation durch Interferone, IL-4 oder Granulocyte/macrophage colony-stimu-
lating factor (GM-CSF) (Youngnak et al. 2003; Buchbinder & Desai 2016; Fife & Pauken
2011).

Dass PD-1 von Bedeutung fir T-Zell-Toleranz bzw. Autoimmunitat sein kénnte, wurde erst-
mals bei PD-1-defizienten Mausen beschrieben, die spontan nach einigen Wochen eine
dem Lupus erythematodes &hnliche Autoimmunkrankheit entwickelten (Nishimura et al.
1999).

Neben der zentralen Toleranz ist PD-1 insbesondere fiir die periphere Toleranz relevant:
es limitiert die initiale Phase der Aktivierung und Expansion sowie die Funktionen von au-
toreaktiven T-Effektorzellen bzw. die Differenzierung von naiven T-Zellen zu T-Effektorzel-
len (Zucchelli et al. 2005; Ansari et al. 2003; Keir et al. 2006). Die Schaden an Zielorganen
der autoreaktiven Zellen werden begrenzt (Zucchelli et al. 2005). Dementsprechend konnte
flr verschiedene Autoimmunkrankheiten wie Diabetes Mellitus Typ 1, Rheumatoide Arthri-
tis, chronisch-entziindliche Darmerkrankungen und Multiple Sklerose eine protektive Wir-
kung der PD-1/PD-L1-Achse gesehen werden (Francisco et al. 2010).

Fir die Gewebetoleranz scheint die Expression von PD-L1 auf nicht-hAmatopoetischen Zel-
len von Bedeutung zu sein: PD-L1 auf Endothelzellen beispielsweise kann die Migration
von autoreaktiven T-Zellen aus dem Blutgefal ins Zielorgan beschranken und so zur Tole-
ranz beitragen (Rodig et al. 2003; Grabie et al. 2007). Die PD-1/PD-L1-Achse fordert des
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Weiteren die Differenzierung und das Uberleben von Tregs, indem der Signalweg uber
PI3K, PKB und Mammalian target of rapamycin (mTor) blockiert und die Expression des
Proteins Phosphatase and tensin homolog (PTEN) verstarkt wird. Beide Mechanismen be-
glnstigen das Zelliiberleben von Tregs (Sauer et al. 2008; Francisco et al. 2009).

Die inhibitorischen Oberflachenmolekile CTLA-4 und PD-1 zeigen also einige Gemeinsam-
keiten: beide sind Mitglieder der CD28-Proteinfamilie, werden von aktivierten T-Zellen ex-
primiert und beeinflussen z.T. die gleichen Signalmolekule wie PI3K und PKB. Hiertber
bewirken sie die Reduktion von T-Zell-Aktivierung und -Uberleben sowie Zytokinproduktion,
was insgesamt toleranzférdernd wirkt. Unterschiede ergeben sich hinsichtlich der Verbrei-
tung im Organismus: PD-1 und seine Liganden werden nicht nur von aktivierten T-Zellen
exprimiert, sondern auch von verschiedenen weiteren Zellarten, im Gegensatz zu den
streng auf T-Zellen limitierten CTLA-4 und seinen Liganden auf professionellen APCs
(Buchbinder & Desai 2016). PD-1 wirkt daher besonders in peripheren, CTLA-4 in lympha-
tischen Geweben. Zeitlich betrachtet erfolgt die Hemmung der T-Zell-Aktivierung durch
CTLA-4 friher als durch PD-1, welches dann aktivierte Effektorzellen hemmt. PD-1 scheint
dafur mit einer gréReren Zahl von T-Zell-Signalwegen zu interferieren als CTLA-4 (Fife &
Pauken 2011).

1.6 Multiple Sklerose und das Tiermodell der Experimentellen Autoim-
munen Enzephalomyelitis

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine humane, chronische, demyelini-
sierende Erkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS), die mit einer CD4+ T-Zell-ver-
mittelten Inflammation und einem Verlust der Axone einhergeht (Compston & Coles 2008).
Die Krankheit wird durch das Auftreten neurologischer Defizite wie somatosensorischer,
pyramidal-motorischer und visueller Ausfalle bzw. Stérungen gekennzeichnet (Constanti-
nescu et al. 2011). Es existieren unterschiedliche klinische Verlaufsformen, anhand derer
die Krankheit in verschiedene Typen eingeteilt werden kann (Lublin & Reingold 1996). Die
MS ist eine immunvermittelte Krankheit, deren Eigenschaften einen autoimmunen Prozess
frih vermuten lieRen, wie z.B. die Assoziation zu anderen Autoimmunkrankheiten, das An-
sprechen auf immunsuppressive und -modulierende Therapien und genetische Risiko-Loci
in MHC- und anderen fir die Immunantwort wichtigen DNA-Abschnitten (L. J. Edwards &
Constantinescu 2004; International Multiple Sclerosis Genetics Consortium (IMSGC) 2008;
Constantinescu et al. 2011). Als Ziele der autoreaktiven CD4+ T-Zellen wurden Proteine
identifiziert, die von Myelin-produzierenden Oligodendrozyten exprimiert werden bzw. in der
Myelinscheide vorkommen wie Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) und Myelin
Basisches Protein (MBP) (Robinson et al. 2014).

Fir die Pathogenese der MS schienen lange Zeit hauptsachlich aktivierte, IFN-y-produzie-
rende Th1-Zellen verantwortlich zu sein (Zamvil et al. 1985; Sriram et al. 1982), inzwischen
wurde jedoch die Bedeutung von Th17-Zellen, die durch IL-23 stimuliert werden und die
Zytokine IL-17, IL-22 und IL-21 produzieren, evident (Cua et al. 2003; Becher et al. 2003;
Langrish et al. 2005; McFarland & Martin 2007). Nach allgemeiner pathogenetischer Vor-
stellung werden die T-Zellen durch DCs in der Peripherie auf ein Myelin-Autoantigen ge-
primt, gelangen Uber die Blut-Hirn-Schranke ins ZNS, wo sie von den dort residenten APCs
aktiviert werden. Die ausgeschutteten Zytokine schadigen die Myelinschicht und die Axone,
aktivieren Mikroglia und ziehen weitere Entziindungszellen ins ZNS, was eine Entzin-
dungskaskade ausldst (Constantinescu et al. 2011). Nach einem Schub tritt haufig eine
partielle Besserung ein, die auf den antiinflammatorischen Einfluss von Tregs und Zytoki-
nen wie IL-10 zurlckzufuhren sein soll (Constantinescu et al. 2011).
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Zur genaueren Untersuchung und zum besseren Verstandnis der Krankheit wurde recht
frih das Tiermodell der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) entwickelt
(Rivers & Schwentker 1935; Olitsky & Yager 1949). Da im EAE-Modell die Entziindungs-
kaskade mit immun- und neuropathologischen Vorgangen weitgehend ebenso ablauft wie
in der MS, hat es sich zum am weitesten verbreiteten Tiermodell der MS entwickelt; es
eignet sich aber auch generell fir die Untersuchung von zellvermittelten organspezifischen
Immunantworten, immunologischer Toleranz und T regulatorischen Zellen (Constantinescu
etal. 2011).

Ein wichtiger Unterschied besteht darin, dass sich die EAE erst nach externer Immunisie-
rung entwickelt im Gegensatz zum spontanen Auftreten der MS. Die Immunisierung erfolgt
gegen ein Myelin-Antigen, typischerweise Proteolipidprotein (PLP), MBP oder MOG bzw.
Peptidteile davon, die in einer Wasser-in-Ol-Emulsion mit einem Adjuvans appliziert werden
(Robinson et al. 2014). Typischerweise wird dabei Komplettes Freundsches Adjuvans ver-
wendet, welches hitzeinaktiviertes Mycobacterium tuberculosis enthalt, um eine starke Im-
munreaktion zu provozieren (Robinson et al. 2014). Nach der Aktivierung autoreaktiver T-
Zellen durch periphere Immunisierung wandern und sammein sich die autoreaktiven T-Zel-
len in der Milz, von wo aus sie ins ZNS migrieren. Dort im Zielgewebe werden sie durch
Antigenprasentation auf lokalen APCs aktiviert und I6sen den Entziindungsprozess aus (t
Hart et al. 2009).

Die EAE-Krankheitssymptome der Mause beginnen typischerweise zwischen Tag 9 und 15
nach Immunisierung, es entwickelt sich eine aufsteigende schlaffe L&hmung vom Schwanz
bis zu den Vorderlaufen, die von einem Gewichtsverlust begleitet wird (Robinson et al.
2014). Es besteht eine grofe Heterogenitat des EAE-Verlaufes in Bezug auf die Suszepti-
bilitdt der Mausstdmme und der gewahlten Methode der Induktion (Constantinescu et al.
2011). Bei Immunisierung mit dem Autoantigen MBP ist der Krankheitsverlauf in der Regel
durch eine schwere Entziindungsreaktion im ZNS mit vergleichsweise geringer Demyelini-
sierung gekennzeichnet, was beispielsweise die Untersuchung akuter Inflammation be-
gunstigt (Meeson et al. 1994). Mause der Stamme SJL mit dem MHC-Haplotyp H-2° sowie
B10.PL mit dem Haplotyp H-2" zeigen sich suszeptibel fiir eine EAE-Induktion mittels MBP.
Im B10.PL-Hintergrund findet sich als immundominantes enzephalitogenes T-Zell-Epitop
des MHC lI-Komplexes das aminoterminal acetylierte Peptid Ac1-9 des MBP (Zamvil et al.
1986; Fairchild et al. 1993).

1.6.1 Hepatisch induzierte Toleranz im EAE-Modell

T regulatorischen Zellen kommt auch im Rahmen der EAE eine wichtige modulatorische
Funktion zu. CD4+CD25+ Tregs inhibieren in vitro die Proliferation und IFN-y-Produktion
von Myelin-spezifischen Th1-Zellen; ein adoptiver Transfer dieser Zellen flihrte in vivo zu
einer deutlich abgeschwachten EAE-Symptomatik in den Empfangern (Kohm et al. 2002).
Mause der Linie tg4, die obligat einen fir das MBP-Peptid Ac1-9 spezifischen, transgenen
T-Zell-Rezeptor exprimieren, sind suszeptibel fir eine EAE-Induktion mittels MBP-Immuni-
sierung (G. Y. Liu et al. 1995). Ein adoptiver Transfer von CD4+CD25+Foxp3+ Tregs aus
diesen Tieren schitzte die Empfanger vor einer EAE bzw. verbesserte die Erholung bereits
erkrankter Tiere — bei polyklonalen, unspezifischen Tregs fand sich diese Wirkung nicht,
was die Relevanz der Antigenspezifitat herausstellt (Stephens et al. 2009). Auch fir indu-
zierte antigenspezifische CD4+CD25+Foxp3+ Tregs konnte ein schitzender Effekt gezeigt
werden (H. Zhang et al. 2010).
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In Mausen, die MBP ektopisch in der Leber exprimieren, werden aus konventionellen
CD4+CD25- T-Zellen MBP-spezifische CD4+CD25+Foxp3+ Tregs generiert; LSECs mit
membrangebundenem TGF-f sind dabei die potentesten Induktoren (Carambia et al.
2014). Die iTregs unterdrlicken in vitro die Proliferation und Zytokinproduktion von T-Ef-
fektorzellen bzw. vermitteln in vivo einen Schutz vor EAE (Lth et al. 2008). Hierbei handelt
es sich um einen leberspezifischen Prozess; bei ektopischer Expression von MBP in der
Haut kommt es nicht zu einer Induktion von protektiven iTregs (Luth et al. 2008). Mithilfe
von Nanopartikeln gelang das Einbringen von Autoantigenen zu den Treg-induzierenden
LSECs in der Leber, was einen anhaltenden Schutz vor EAE-Induktion bewirkte und bereits
bestehende EAE-Symptome deutlich linderte; die Entwicklung eines therapeutischen Ver-
fahrens auf dieser Grundlage erscheint vielversprechend (Carambia et al. 2015).

Weiterhin werden antigenspezifische Tr1 Zellen, die aus Th1-Zellen unter dem Einfluss des
Chemokins CXCL12 zu CD4+CD25-Foxp3-IL10"" Zellen differenzieren, als protektive
Faktoren diskutiert, da sie eine bestehende EAE supprimieren konnen. Neben IL-10-ab-
hangigen scheinen jedoch weitere IL-10-unabhangige Mechanismen zu bestehen (Meiron
et al. 2008).

Fir die vorliegende Arbeit wurde mit transgenen Mausen der Linie CRP-MBP gearbeitet.
Aufgrund des humanen C-reaktiven Protein (CRP)-Promotors, der spezifisch in Hepatozy-
ten exprimiert wird, erfolgt in diesem Stamm die konstitutive ektopische Expression von
MBP in den Hepatozyten der Leber (Weinhold & Rither 1997). Um die Suszeptibilitat ge-
genuber einer EAE-Induktion zu gewahrleisten, wurde die Linie mit dem B10.PL-Hinter-
grund gekreuzt. Mause der tg4 Linie wiederum, ebenfalls auf dem B10.PL Hintergrund, ex-
primieren transgen einen fir das MBP-Peptid Ac1-9 spezifischen T-Zell-Rezeptor; sie ent-
wickeln keine spontane EAE, sind aber fir eine EAE-Auslésung suszeptibel (G. Y. Liu et
al. 1995). Diese Linie wurde daher mit den CRP-MBP Tieren gekreuzt, um so die grundle-
gende Fahigkeit zur Immunreaktion gegen MBP sicherzustellen.

Weiterhin wurde in dem Nonamer Ac1-9 die Aminosaure Lysin an Position vier durch Tyro-
sin ersetzt, was die Affinitat zum MHC II-Komplex erhéht und so eine effizientere Aktivie-
rung von Lymphozyten zur Folge hat (Luth et al. 2008).

1.7 Zielsetzung

Im EAE-Tiermodell zeigten sich CRP-MBP Mause, die das Autoantigen MBP ektopisch in
der Leber exprimieren, vor einer EAE geschitzt. Zurickgefuhrt werden kann dies auf eine
TGF-p-abhangige Generierung von antigenspezifischen Foxp3+ Tregs in der Leber aus
konventionellen CD4+ T-Zellen. Als potentester Induktor der protektiven MBP-spezifischen
Tregs konnten LSECs identifiziert werden (LUth et al. 2008; Carambia et al. 2014).

In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, ob T regulatorische Zellen ent-
scheidend fur die Induktion und Aufrechterhaltung der Immuntoleranz in der Leber sind und
inwieweit dartiber hinaus auch andere Toleranzmechanismen eine Rolle spielen. Hierflr
wurden Mause der Linie CRP-MBP x tg4 verwendet, die zusatzlich zu der ektopischen
MBP-Expression in Hepatozyten noch Gber einen transgenen T-Zell-Rezeptor verfugen, der
spezifisch fir das MBP ist.

Anknipfend an die Arbeit von Alena Laschtowitz (Laschtowitz 2018) sollte dieses Modell
weiter anaylsiert werden. Es konnte in Vorarbeiten gezeigt werden, dass trotz des Vorlie-
gens antigenspezifischer CD4+ T-Zellen keine EAE induzierbar war; zugleich wurde eine
erhdhte Frequenz antigenspezifischer Tregs gefunden. Zunachst sollte daher eine genau-
ere Charakterisierung des Modells erfolgen, wofiir die Expression des tg4 TCR der MBP-
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spezifischen CD4+ T-Zellen in verschiedenen Organen betrachtet wurde. Die Funktionalitat
der Zellen wurde u.a. anhand der Zytokinproduktion nach in vitro Stimulation und bei in vivo
Versuchen untersucht.

Ein zweiter Schwerpunkt wurde auf die Untersuchung der Rolle von Tregs und die Aufde-
ckung Treg-unabhangiger redundanter Mechanismen gelegt: hierzu zahlten Tr1 Zellen so-
wie tolerogene Zytokine wie IL-10 und TGF-g. Dabei wurden die potentiellen Suppressions-
mechanismen einzeln und in Kombination betrachtet. Auch eine genauere Analyse der in
der Literatur als koinhibitorisch beschriebenen Oberflichenmolekile CTLA-4 und PD-1
wurde unternommen, um zusammengenommen Erkenntnisse Uber die Mechanismen der
Immuntoleranz in der Leber zu gewinnen.

Folgende Fragestellungen wurden im Speziellen bearbeitet:

1. Weitere Charakterisierung des CRP-MBP x tg4 Mausmodells:
a. Besitzen CRP-MBP x tg4 Mause MBP-spezifische T-Zellen oder findet eine
Deletion dieser autoreaktiven Zellen im Thymus statt?
b. Ist die Bildung von MBP-spezifischen T-Zellen in Tieren, die Uber einge-
schrankte TGF-p- oder IL-10-Signalwege verfugen, eingeschrankt?
c. Zeigen sich die MBP-spezifischen T-Zellen in vitro und in vivo reaktiv und
funktional?
2. Untersuchung von Mechanismen der hepatischen Immuntoleranz:
a. Welche Rolle spielen der TGF-g- und IL-10-Signalweg fiir die Induktion und
Aufrechterhaltung der hepatischen Immuntoleranz?
b. Welche Bedeutung kommt TGF-p und IL-10 bei kombinierter Betrachtung
ihrer Signalwege fur die hepatische Immuntoleranz zu?
c. Sind in dem untersuchten Modell Tr1 Zellen an der hepatischen Immuntole-
ranz beteiligt?
d. Spielen weitere immunsuppressive oder immunmodulatorische Mechanis-
men eine Rolle fur die Aufrechterhaltung der hepatisch induzierten Tole-
ranz?
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate

Gerite

Hersteller

Analysewaage ,Scout Pro*

Ohaus, Nanikon, Schweiz

Autoklav ,VX-120*

Systec GmbH, Wettenberg

CO5 Inkubator

SANYO Biomedica, Miinchen

DNA Engine Dyad® Peltier Thermal Cy-
cler

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Durchflusszytometer ,LSR Il

BD Biosciences, Heidelberg

Durchflusszytometer ,LSR Fortessa' ™"

BD Biosciences, Heidelberg

Durchflusszytometer ,FACSAria™ Illu”

BD Biosciences, Heidelberg

ELISA-Auslesegerat ,Opsys MRX TC II*

Dynex Technologies, Denkendorf

ELISA-Auslesegerat ,Infinite F50°

Tecan, Mannedorf; Schweiz

Fluoreszenz-Mikroskop ,BZ9000 (BIO-
REVO)*

KEYENCE, Neu-Isenburg

Lichtmikroskop ,Axiovert 40 CFL”

Carl Zeiss Microimaging, Jena

Lichtmikroskop Leica DM IRB

Leica Microsystems, Wetzlar

Magnetrihrer ,MR 3001 K*

Heidolph Instruments, Schwabach

Magnetstadnder ,MACS® MultiStand*

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Mikrotom (HM 335 E)

Microm, Walldorf

Neubauer Zahlkammer

Optik Labor Frischknecht, Balgach

Perfusionspumpe

DYNEX Technologies GmbH, Denkendorf

Photometer MRX TC Il

DYNEX Technologies GmbH, Denkendorf

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhilfe, Pipetus

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

Praparationsbesteck

VWR International GmbH, Darmstadt

Real-Time PCR System ,StepOne Plus™"

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

Schittelwasserbad ,GFL 1083

GFL - Gesellschaft fur Labortechnik, Burg-
wedel

Sicherheitswerkbank ,Lamin Air®

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

Spektrophotometer ,NanoDrop2000*

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

Trennmagnet ,QuadroMACS™*

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Thermomixer ,comfort"

Eppendorf AG, Hamburg

Tisch-pH/lonen Messgerat ,Seven Com-
pact™S220“

Carl Roth, Karlsruhe

Tischzentrifuge ,Biofuge pico®

Heraeus Instruments, Osterode

Vortex ,Reax 2000“

Heidolph Instruments, Schwabach

Zentrifuge ,5810R"

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge , Megafuge 2.0”

Heraeus Instruments, Osterode

2.2 Materialien

Materialien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim

4YMBP (Acetyl-ASQYRPSQR-COOH),
Myelin Basisches Protein-Peptid

Panatecs, Heilbronn

Adjuvant Complete Freund (CFA)

Difco Laboratories, Detroit; USA

Anti-APC MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Anti-FITC MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Anti-PE MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

anti Horseradish Peroxidase (HRPN); Invi-
voMAb Rat IgG1 Isotype control

BioXCell, West Lebanon; USA
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anti Trinitrophenol; InVivoMAb Rat IgG2a
(Klon: 2A3) Isotype control

BioXCell, West Lebanon; USA

Anti m CD25 InvivoMAb (Klon: PC-61.5.3)

BioXCell, West Lebanon; USA

Antim CD152 (m CTLA-4) InvivoMADb
(Klon: UC10-4F10-11)

BioXCell, West Lebanon; USA

Anti m IL10R Antikérper (Hybridom)

freundlicherweise bereitgestellt von AG
Samuel Huber

Anti m PD-1 InvivoMADb (Klon: RMP1-14)

BioXCell, West Lebanon; USA

Aqua ad iniectabilia

Baxter, Unterschleillheim

BD FACS Flow™

BD Biosciences, Heidelberg

BD Golgi Plug

BD Biosciences, Heidelberg

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraction V

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Calciumchlorid (CaCl,) x 2H,0

Merck, Darmstadt

CellTraceTM Violet stain

Invitrogen, Darmstadt

CD4 (L3T4) MicroBeads, mouse

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

CD11c MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Click’'s Medium (EHAA)

Irvine Scientific, Santa Ana; USA

CryoPure Gefald (1,6ml)

Sarstedt, Nimbrecht

Deckglaser

Marienfeld-Superior, Lauda-Kénigshofen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth, Karlsruhe

Einbettkassetten

Kabe Labortechnik GmbH, Nimbrecht-
Elsenroth

Eindeckmedium Entellan

Merck, Darmstadt

Eosin

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol (70%)

Carl Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Carl Roth, Karlsruhe

Fc-Block, Anti-Mouse CD16/CD32

eBioscience, Frankfurt

Fetales Kalberserum (FCS)

Invitrogen, Karlsruhe

Flussig-Stickstoff (N»)

Linde AG, Pullach

Hamatoxylin Carl Roth, Karlsruhe
Heparin-Natrium (25.000 I.E.) Ratiopharm GmbH, Ulm
IMDM Medium Invitrogen, Darmstadt

InVivoMADb Polyclonal Armenian Hamster
IgG, Isotype control

BioXCell, West Lebanon; USA

Isopropanol

Sigma-Aldrich, Steinheim

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)

Merck, Darmstadt

Kanulen, BD Microlance

BD Biosciences, Heidelberg

KAPA Probe Fast ,ROX High (50X)"

PEQLAB, VWR International, Erlangen

KAPA Probe Fast ,gPCR Master Mix (2x)*

PEQLAB, VWR International, Erlangen

Ketamin

aniMedica GmbH, Senden

Kompensationspartikel ,OneComp eBe-
ads”

eBioscience, Frankfurt

M. Tuberculosis H37 RA

Difco Laboratories, Detroit; USA

MACS® Pre-Separation Filters

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

MACS® Separation LS-Columns

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Maxisorp® Nunc Microtiterplatten

eBioscience, Frankfurt

MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction
Plate

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

Nylonsieb ,EASY CellStrainer® 100um,
40um

Greiner bio-one, Frickenhausen

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Carl Roth, Karlsruhe
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Objekttrager Superfrost®

Menzel GmbH, Braunschweig

Optiprep” Density Gradient Medium

Sigma-Aldrich, Steinheim

Pacific Orange Succinimidyl Ester (PacO-
NHS)

Invitrogen, Darmstadt

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin

Invitrogen, Darmstadt

Pertussis Toxin from Bordetella Pertussis

Sigma-Aldrich, Steinheim

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nimbrecht

Purified NA/LE Hamster Anti-Mouse CD28

Biolegend, Fell

Purified NA/LE Hamster Anti-Mouse CD3¢

Biolegend, Fell

Reaktionsgefale 1,5ml, 2ml, 5mi

Sarstedt, Nimbrecht

Reaktionsgefalle 15ml, 50ml

Greiner bio-one, Frickenhausen

Rdéhren, Flow Cytometry

Sarstedt, Nimbrecht

Roti®-Histofix 4%

Carl Roth, Karlsruhe

Saponin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Schwefelsdure (H,SO4) Lésung (2N)

Carl Roth, Karlsruhe

Serologische Pipetten, Stabpipetten

Greiner bio-one, Frickenhausen

Spritzen, BD Plastipak

BD Biosciences, Heidelberg

Sterilfilter ,Filtropur V50*

Sarstedt, Nimbrecht

TMB Plus ready-to-use Substrate

Kementec Diagnostics, Koln

Trypanblau (0,4%)

Invitrogen, Darmstadt

Tween® 20

Merck, Darmstadt

Untersuchungshandschuhe ,Nitra-Tex®"

Ansell Healthcare, Brussel; Belgien

Verschlussfilm ,Rotilabo®*

Carl Roth, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid 30% (H,0,)

Merck, Darmstadt

Xylol

0. Kindler GmbH, Freiburg

Zellkulturplatten Flachboden, Rundboden;
96-well Format

Sarstedt, Nimbrecht

2.3 qPCR-Sonden
Primer- Gen Hersteller;
Sonde Sonden-ldentifikationsnummer
Ahr Aryl hydrocarbon receptor TagMan® Gene Expression Assays,
Applied Biosystems, Foster City; USA
MmO00478932_m1
Ctla-4 Cytotoxic T-lymphocyte-associ- | TagMan® Gene Expression Assays,
ated protein 4 Applied Biosystems, Foster City; USA
MmO00486849_m1
Ebi3 (1127) | Epstein-Barr virus (EBV)-in- TagMan® Gene Expression Assays,
duced gene 3 (bildet eine Un- Applied Biosystems, Foster City; USA
tereinheit des Interleukin 27) Mm00469294 m1
Gzmb Granzyme B TagMan® Gene Expression Assays,
Applied Biosystems, Foster City; USA
MmO00442837_m1
Hprt Hypoxanthin-Phosphoribosyl- TagMan® Gene Expression Assays,
Transferase (Housekeeping- Applied Biosystems, Foster City; USA
Gen) Mm03024075_m1
1110 Interleukin 10 TagMan® Gene Expression Assays,
Applied Biosystems, Foster City; USA
Mm01288386_m1
127 (p28) | Interleukin 30 (bildet eine Un- TagMan® Gene Expression Assays,
tereinheit des Interleukin 27) Applied Biosystems, Foster City; USA
MmO00461162_m1
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116 Interleukin 6 TagMan® Gene Expression Assays,
Applied Biosystems, Foster City; USA
Mm00446190 _m1
Maf Transkriptionsfaktor c-Maf TagMan® Gene Expression Assays,
Applied Biosystems, Foster City; USA
Mm02581355_s1
Pdcd1 Pdcd1 kodiert fur PD-1 (Pro- TagMan® Gene Expression Assays,
(PD-1; CD | grammed Cell Death Protein 1), | Applied Biosystems, Foster City; USA
279) auch bekannt als CD279 MmO01285676_m1
Prdm1 PR domain zinc finger protein 1 | TagMan® Gene Expression Assays,
(Blimp1) (B lymphocyte-induced matura- | Applied Biosystems, Foster City; USA
tion protein 1) MmO00476128 m1
Tgfb1 Transforming growth factor beta | TagMan® Gene Expression Assays,
1 Applied Biosystems, Foster City; USA
MmO01178820_m1
24 Kits
Kits Hersteller

Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer
Set

eBiosciences, Frankfurt

High Capacity cDNA Reverse Transcrip-
tion Kit

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

mouse IFN-y DuoSet ELISA Development
Kit

R&D Systems, Wiesbaden

mouse IL-17 DuoSet ELISA Development
Kit

R&D Systems, Wiesbaden

NucleoSpin® RNA Purification Kit

Macherey-Nagel, Duren

2.5 Durchflusszytometrie — Antikorper

FACS-Antikorper Klon Hersteller
CD3-FITC 17A2 BioLegend
CD3-Brilliant Violet 421 17A2 BioLegend
CD3-Alexa Fluor 700 17A2 BD Biosciences
CD3e-PE 145-2C11 BioLegend
CD4-PE/Dazzle 594 RM4-5 BioLegend
CD4-Brilliant Violet 421 GK1.5 BioLegend
CD4-FITC RM4-4 BD Biosciences
CD8-APC 53-6.7 BioLegend
CD8-vV450 53-6.7 BD Biosciences
CD8-Alexa Fluor 700 53-6.7 BioLegend
CD8a-FITC 53-6.7 BioLegend
CD25-PE PC61.5 BioLegend
CD45.1-APC A20 BioLegend
CD45.1-Alexa Fluor 700 A20 BioLegend
CD45.1-FITC A20 BioLegend
CD45.2-APC 104 BioLegend
CD45.2-Brilliant Violet 421 | 104 BioLegend
CD45.2-FITC 104 eBiosciences
CD45.2-PE 104 BioLegend
CD49b-PE HMa2 BioLegend
CD210 (IL-10 R)-PE 1B1.3a BioLegend
CD223 (LAG-3)-APC CI9B7W BioLegend
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CD279 (PD-1)-Brilliant Vio-
let 421

29F.1A12

BioLegend

CTLA-4-PE UC10-4F10-11 BD Biosciences
Foxp3-APC FJK-16s eBiosciences
Foxp3-FITC FJK-16s eBiosciences
Foxp3-Alexa Fluor 700 FJK-16S eBiosciences
IFN-y-Alexa Fluor 700 XMG1.2 BD Biosciences
IL7Ra (CD127)-PE A7R34 eBiosciences
IL7Ra (CD127)-APC A7R34 eBiosciences
IL-17A-PE TC11-18H101 BD Biosciences
TCR-beta-chain-AF647 H57-597 BioLegend
VB8.1, 8.2 TCR-FITC MR5-2 BD Biosciences
VB8.1, 8.2 TCR-PE MR5-2 BD Biosciences
2.6 Puffer

Puffer Zusammensetzung
1x ACK-Erythrozyten-Lysepuffer NH,Cl 150mM

KHCO3; 10mM

EDTA 100mM
1x PBS (pH 7,4) KCL 2,7mM

KH,PO, 1,5mM

NaCL 137 mM

Na,HPO, 6,5 mM

4%-ige Formalinlésung (gepuffert)

9,07g KH,PO,  66mM
11,86g Na,HPO, 66mM
860ml H,0

140ml Formalin (37%)
(pH 7,4)

MACS-Puffer

1x PBS
0,5% BSA
2.5 mM EDTA

Perm/Wash™ 10x
(eBiosciences, Frankfurt)

1 Anteil Perm/Wash™ 10x
9 Anteile H,O

Saponin-Puffer

1x PBS
1% BSA
0,5% Saponin

2.7 Software
Produkt Hersteller
FACS Diva 6 BD Pharmingen, Heidelberg

GraphPad Prism®

GraphPad Software, Inc., San Diego, USA

Magellan for F50 Software

Tecan, Mannedorf; Schweiz

1.6.198)

NanoDrop 2000/2000c Software (Version

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

StepOne™ Software (Version 2.1)

Thermo Fischer Scientific, Schwerte
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2.8

Die Zuchtung und Haltung der verwendeten Mause erfolgte unter spezifisch pathogen-
freien Bedingungen in der Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppen-
dorf. Samtliche Tierversuche erfolgten mit Genehmigung der Behorde fur Soziales, Familie,
Gesundheit und Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt Hamburg.

Versuchstiere

Linie

Hintergrund

Besonderheiten

tg4

B10.PL-H2uH2-
T18a/(73NS)SnJ
genden: B10.PL)

(im Fol-

MBP-spezifischer  T-Zell-

Rezeptor

(CRP-MBP) — CD45.1/2

C57BL/6 x B10.PL
F1

Ektopische Expression von
MBP in der Leber unter
dem CRP-Promotor

(CRP-MBP  x
CD45.1/2

tgd) -

C57BL/6 x B10.PL

(CRP-MBP x hCD2-AKTRR
Il x tg4)

C57BL/6 x B10.PL

TGF-B-insensitive T-Zellen
(besitzen einen dominant-
negativen TGF-3-Rezeptor

Il

(CRP-MBP x cd4-DN-IL10R
x tg4)

C57BL/6 x B10.PL
F1

T-Zellen verfligen Uber ei-
nen dominantnegativen IL-
10-Rezeptor

(K5-MBP) — CD45.1/2

C57BL/6 x B10.PL
F1

Ektopische Expression von
MBP in der Haut unter dem
Keratin 5-Promotor

(K5-MBP x tg4) — CD45.1/2

C57BL/6 x B10.PL
F1

Ektopische Expression von
MBP in der Haut unter dem
Keratin 5-Promotor und
MBP-spezifische T-Zellen

(Foxp3gfp.Kl x tg4)

C57BL/6 x B10.PL
F1

Foxp3+ Zellen zeigen eine
grune Fluoreszenz

(CRP-MBP x foxp3gfp) —
CD45.1/2

C57BL/6 x B10.PL
F1

(CRP-MBP x tiger x tg4)

C57BL/6 x B10.PL

IL10+ Zellen zeigen eine
grune, Foxp3+ Zellen eine
rote Fluoreszenz (x-chro-
mosomal)

Als Kontrolltiere zu den oben aufgefiihrten Mauslinien wurden die jeweiligen nicht-transge-
nen Wurfgeschwister verwendet.
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29 Aufreinigung der Zellpopulationen

291 Isolation von CD4+ T-Lymphozyten aus der Milz und aus dem Thy-
mus

Die Mause wurden vor der Organentnahme mit Ketamin-Xylazin (Ketamin: Rompun: PBS
=1:0,8: 1; 200ul/ Maus, intraperitoneal) narkotisiert und durch zervikale Dislokation getotet.
Nach Entnahme der Milz wurden die weiteren Schritte unter sterilen Bedingungen mit steril
filtrierten Medien durchgeflihrt. Die entnommene Milz wurde unter Zugabe von PBS durch
ein Sieb (J100um) in ein 50ml Reaktionsgefal® gedriickt und die aufgefangene Zellsuspen-
sion mit PBS gewaschen. Dies erfolgte durch Aufflllen des Reaktionsgefales mit PBS und
anschlieRender Zentrifugation unter Standardbedingungen (430G, 5min, Raumtempera-
tur); der Uberstand wurde abpipettiert. Um die Erythrozyten zu lysieren, wurden die Zellen
in ACK-Puffer resuspendiert (1ml/Milz) und eine Minute lang schwenkend inkubiert, bevor
die Erythrozytenlyse durch Zugabe von 20ml PBS gestoppt wurde. Die Zellsuspension
wurde daraufhin erneut durch ein Sieb (d40um) gegeben, gewaschen und in PBS aufge-
nommen, sodass die Zellzahl mithilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt werden konnte.

Bei Isolation der Zellen aus dem Thymus wurde weitgehend identisch verfahren, lediglich
die Erythrozytenlyse mittels ACK-Puffer wurde nur bei Bedarf, nicht aber standardmaRig,
durchgefihrt.

Da die folgende Zellsortierung Uber das ,Magnetic Activated Cell Sorting® (MACS) erfolgte,
wurden die Lymphozyten nach abermaliger Zentrifugation in MACS-Puffer (1ml/10® Zellen)
resuspendiert sowie mit magnetischen anti-CD4-MicroBeads (100ul/108 Zellen) fiir 10 Mi-
nuten bei 4°C inkubiert. Wahrend der darauffolgenden Waschung der Zellen und Wieder-
aufnahme in MACS-Puffer (1ml/10® Zellen) wurden pro Probe 2 LS-Saulen in den Magnet-
stander eingespannt, die mit je 3ml kaltem MACS-Puffer aquilibriert wurden. Nun wurde die
Probe auf die erste Sdule aufgetragen. Nachdem sie durchgelaufen war, erfolgte dreimal
eine Spllung der Saule mit 3ml MACS-Puffer; der Durchfluss wurde verworfen. Die mag-
netisch an die Saule gekoppelten CD4+ T-Zellen wurden eluiert, indem die Saule aus dem
Magnetstander entfernt, mit 5ml MACS-Puffer aufgeflllt und der Inhalt mithilfe eines Stem-
pels in die zweite aquilibrierte Saule gedrickt wurde. Diese zweite Sdule wurde ebenfalls
dreimalig mit 3ml MACS-Puffer gespdilt, bevor die Elution nach demselben Prinzip in ein
steriles 15ml Auffanggefa® erfolgte. Die Reinheit der so isolierten CD4+ T-Zellen betrug
uber 95%.

2.9.2 Isolation von CD4+CD25+ und CD4+CD25- T-Lymphozyten aus der
Milz

Die Herstellung der Einzelzellsuspension aus der Milz inklusive Erythrozytenlyse erfolgte
wie oben beschrieben; die Zellen wurden dann in MACS-Puffer (1ml/10® Zellen) aufgenom-
men und mit anti-CD25-PE-gekoppelten Antikdrpern (10ul/ml/10® Zellen) inkubiert (10min,
4°C). Abermals wurden die Zellen gewaschen und in MACS-Puffer resuspendiert, bevor sie
mit magnetischen anti-PE-MicroBeads (100ul/ml/10® Zellen) fiir 10min bei 4°C inkubiert
wurden. Es folgten ein weiterer Waschschritt und das Uberfiihren der Zellen auf eine aqui-
librierte LS-Saule. Sollten die in der Sdule magnetisch gebundenen CD25+ T-Zellen isoliert
werden, wurden diese aus der Saule eluiert und nach demselben Verfahren Uber eine
zweite aquilibrierte Saule gegeben. Andernfalls wurde der Durchfluss, in dem sich die
CD25- Zellen befanden, aufgefangen. In beiden Fallen erfolgte danach die CD4+ Aufreini-
gung nach Standardprotokoll wie unter 2.9.1 beschrieben.
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293 Isolation von CD11c+ dendritischen Zellen (DC) aus der Milz

Zur Gewinnung der Dendritischen Zellen wurde wie oben beschrieben eine Einzelzellsus-
pension aus der Milz hergestellt; die Erythrozyten wurden lysiert. Die Milz-Lymphozyten
wurden in MACS-Puffer (1ml/10° Zellen) resuspendiert und mit magnetischen anti-CD11c-
MicroBeads (25ul/ml/10® Zellen) fiir 15min bei 4°C inkubiert. Es folgte ein Waschvorgang,
bevor die Zellen auf eine aquilibrierte LS-Saule aufgebracht und dreimalig mit MACS-Puffer
gespult wurden. Die gebundenen CD11c+ Zellen wurden wie oben beschrieben eluiert und
aufgefangen; die Reinheit der so isolierten DC-Population betrug tiber 90%.

294 Isolation nichtparenchymatoser Zellen (NPC) aus der Leber

Fir die Isolation von NPCs aus der Leber wurden die Versuchstiere narkotisiert und durch
zervikale Dislokation getdtet, bevor das Peritoneum erdffnet und die Leber freiprapariert
wurden. Die Vena cava inferior wurde ebenfalls gedffnet; die Perfusion der Leber mit PBS
(10ml/min) erfolgte Uber die Pfortader fur 20 bis 30 Sekunden. AnschlieRend wurde die
Leber herausprapariert und die Gallenblase entfernt. Die folgenden Schritte wurden unter
sterilen Bedingungen mit steril filtrierten Medien durchgefihrt.

Die Lebern wurden mithilfe eines Spritzenstempels durch ein Sieb (3100um) in ein 50ml
Auffanggefal® passiert, mit PBS aufgefillt und zentrifugiert (40G, 4min, Raumtemperatur).
Dabei wurden die Hepatozyten pelletiert und verworfen, nachdem der Uberstand mit den
darin befindlichen NPCs abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefal Uberfuhrt wurde. Es
folgten eine weitere Zentrifugation (40G, 4min, Raumtemperatur) sowie die Uberfihrung
des gewonnenen Uberstandes in ein neues 50ml Reaktionsgefal. Dieses wurde unter er-
hoéhter Drehzahl (430G, 7min, Raumtemperatur) zentrifugiert, um die NPCs zu pelletieren.
Das entstandene Zellpellet wurde in exakt 4,5ml PBS resuspendiert, dann in ein vorberei-
tetes 15ml Reaktionsgefald mit darin befindlichen 2,5ml raumtemperiertem OptiPrep® utber-
fihrt und vorsichtig durchmischt. Die Zellsuspension wurde mit 1ml PBS Uberschichtet, be-
vor dieser Dichtegradient 20min bei 400G und Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert
wurde, um eine Auftrennung der Zellpopulationen zu erreichen.

Die Interphase, in der sich die nichtparenchymatdsen Zellen anreichern, wurde vorsichtig
abgenommen, in ein 15ml Reaktionsgefald tUberfihrt, gewaschen und mittels ACK-Puffer
(siehe oben) einer Erythrozytenlyse unterzogen. Nach erneutem Waschen wurden die Zel-
len in 1mlI MACS-Puffer bzw. Medium aufgenommen, in der Neubauer-Zahlkammer gezahlt
und bis zur anschlieRenden Farbung, MACS-Isolation oder Stimulation bei 4°C kuhl gela-
gert.
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210 Zellkultur

2101 Zellzahlbestimmung

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurde die Zellsuspension entsprechend der prognostizier-
ten Zellzahl in Trypanblaulésung (1:10 Trypanblau:PBS) verdinnt und in die Neubauer-
Zahlkammer pipettiert. Fur jede Probe wurden zwei diagonal gegentber liegende Grof3-
quadrate unter einem Lichtmikroskop ausgezahlt; bei geringer Zellzahl wurden alle vier
Groliquadrate einbezogen. Die Bestimmung der Zellvitalitdt wurde durch die Blaufarbung
toter Zellen ermdglicht.

Mithilfe folgender Formel wurde die Gesamtzellzahl berechnet:

gezahlte Zellen

Gesamtzellzahl = x Volumen der Zellsuspension [ml] x

Anzahl der ausgezahlten Grofiquadrate

Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor (10%)

2.10.2 Zellkulturmedien

Sollten frisch isolierte CD4+ T-Zellen aus Milz oder Leber kultiviert werden, gegebenenfalls
als Kokultur mit Dendritischen Zellen oder Antigenprasentierenden Zellen, wurde mit IMDM-
Medium, das mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% L-Glutamin angereichert
wurde, gearbeitet. Suppressionsassays bzw. Proliferationstests wurden dagegen in mit
10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 2% L-Glutamin (20ml/l) und B-Mercaptoethanol
(0.04mM) angereichertem Click’s Medium durchgeflihrt.

2.10.3 Restimulation der Zellen zur Detektion von Zytokinen im Zellkul-
turuberstand

Nach der Zentrifugation wurden die CD4+ T-Zellen in Kulturmedium IMDM (10% FCS, 1%
P/S, 1% L-Glutamin) aufgenommen (2x10° Zellen/ml) und in einer 96well-Zellkulturplatte
mit 5x10° CD4+ T-Zellen je Kavitat in einem Fiillungsvolumen von 250ul/well ausgesét, um
sie zu restimulieren. Flr eine unspezifische Stimulation wurden anti-CD3 AK und anti-CD28
AK (je 2ug/ml) in geléster Form hinzugegeben oder ausschlieRlich anti-CD3 AK zusammen
mit 5x10* DC (CD11c+). Sollte antigenspezifisch stimuliert werden, so wurde neben 5x10*
DC (CD11c+) auch ein modifiziertes, aminoterminal acetyliertes Peptid des Myelin Basi-
schen Proteins (4YMBP) in unterschiedlichen Konzentrationen (10-100ng/ml) hinzugefugt.
Die Zellkulturiberstande wurden nach 72 oder 96 Stunden Inkubation im Brutschrank
(37°C) abgenommen und fir weitere Analysen bei -20°C eingefroren.
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211 Charakterisierung der Zellen

2.11.1 Ausschluss toter Zellen

Um tote Zellen zu identifizieren und von der Analyse mit dem Durchflusszytometer aus-
schlieRen zu kénnen, wurden die Zellen mit Pacific Orange Succinimidyl Ester (PacO-NHS)
gefarbt. In lebendige Zellen mit intakter Zellmembran kann dieser Farbstoff nicht eindrin-
gen; bei toten Zellen gelangt er Uber die zerstdrte Membran ins Zellinnere, bindet dort an
freie Amine und farbt so ausschlief3lich die toten Zellen, sodass eine Unterscheidung er-
moglicht wird.

Far die Farbung wurden die Zellen in 200ul einer verdinnten PacO-NHS-Lésung (1:1000
in PBS) resuspendiert und 25min bei 4°C in Dunkelheit inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen gewaschen und fur weitere Farbungen in PBS/2%BSA aufgenommen oder in 4%
PFA fixiert (15min, 4°C). Auf die Fixierung folgte ein weiterer Waschgang, nach welchem
die Zellen in 300ul PBS aufgenommen wurden und mittels Durchflusszytometrie analysiert
werden konnten.

211.2 Farbung von Oberflachenmarkern

Zur Analyse der in PBS/2%BSA aufgenommenen Zellen (10°-5x10° Zellen/100ul) erfolgte
eine Farbung der Oberflachenantigene mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern. Hierflr
wurden die Zellen in 5ml Réhrchen transferiert, mit je 1uL Antikérper/Probe gefarbt und
15min bei 4°C in Dunkelheit inkubiert. Nach dem anschliefenden Waschen der Zellen mit
PBS (Zentrifugation 400G, 5min) und Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen mit
PFA fixiert (4%, 15min, 4°C), danach erneut gewaschen und in 300yl PBS aufgenommen.
Bis zur Analyse mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellen bei 4°C in Dunkelheit gela-
gert. Sollte eine Farbung des intrazelluldren Transkriptionsfaktors Foxp3 erfolgen, unter-
blieb die Fixierung mit PFA.

211.3 Farbung von CD4+CD25+Foxp3+ regulatorischen T-Zellen

Auf die oben beschriebene Oberflachenfarbung von CD4 und CD25 (ohne Fixierung) folgte
ein Waschvorgang mit PBS und die Farbung des intrazelluldren Transkriptionsfaktors
Foxp3 mithilfe des Foxp3/Transcription Staining Buffer Set (eBioscience) weitgehend nach
Herstellerangaben. Lediglich hinsichtlich der Waschschritte wurde das Herstellerprotokoll
leicht modifiziert: 500ul (statt 1ml) Permeabilisierungspuffer wurden verwendet. Die Zellen
wurden nach der Fixierung und Permeabilisierung mit Permeabilisierungspuffer gewa-
schen, in 20ul Permeabilisierungspuffer resuspendiert und mit Fc-Block (0,2ul/Probe) fir
15min bei 4°C inkubiert. Hiernach wurde der Foxp3-AK (1ul/Probe) ohne weiteren Wasch-
gang direkt hinzugegeben, die Farbung erfolgte tGber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag wur-
den die Zellen mit Permeabilisierungspuffer gewaschen, in 300yl PBS aufgenommen und
bis zur Analyse bei 4°C in Dunkelheit gelagert.

211.4 Farbung von T-Zellen des CD49b+Lag-3+ Typ 1 regulatorischen
Phanotyps

Die Farbung von Typ 1 regulatorischen T-Zellen erforderte ein leicht modifiziertes Farbe-
protokoll: Nach Aufnahme der Zellen in PBS und Zugabe der Antikérper gegen CD49b und
Lag-3 (je 1ul AK/Probe; wie oben beschrieben) wurden die Proben 15min bei 37°C inku-
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biert. Anschlieend folgte eine weitere Inkubation Uber 15min bei Raumtemperatur in Dun-
kelheit. Daraufhin wurden die Zellen gewaschen und mit dem oben beschriebenen Verfah-
ren auf Foxp3-Expression gefarbt.

211.5 Farbung von tiger-Maus-Zellen

Sofern mit Zellen gearbeitet wurde, die aus der tiger-Linie stammten, musste deren intrin-
sische, durch einen x-chromosomalen Knock-in bedingte Fluoreszenz der Zellen beruck-
sichtigt werden. Dies schloss ein Arbeiten unter lichtarmen Bedingungen ein, um einen
lichtbedingten Zerfall der Farbstoffe zu verhindern. Auch konnten die Zellen nicht fixiert
werden, da dies ebenfalls eine Stérung des Fluoreszenzsignals zur Folge gehabt hatte;
sollte eine FACS-Analyse erfolgen, musste diese also mit unfixierten Zellen zeitnah durch-
gefuhrt werden.

2.11.6 Durchflusszytometrie

Die Analyse der gefarbten und fixierten Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie (LSR Il
bzw. LSR Fortessa). Zur Kompensation der unterschiedlichen, ineinander strahlenden Flu-
oreszenzkanale wurden Proben mit Einzelfarbungen der Fluorochrome angefertigt und ein-
gelesen. Die Hintergrundfluoreszenz der verwendeten Antikérper wurde durch passende
gefarbte Isotypkontrollen erfasst; auch eine Probe mit ungefarbten Zellen wurde aufgenom-
men, um die Autofluoreszenz der Zellen zu berucksichtigen.

Die Messung und Auswertung, fur die tote Zellen und Dubletten aus der Analyse ausge-
schlossen wurden, erfolgte mit der BD FACSDiva Software 6.

Sollten Zellen hinsichtlich gewisser Merkmale lebendig sortiert werden, um z.B. fur eine
Stimulation eine definierte Population zu erhalten, erfolgte dies mit einem FACS Aria lllu in
der FACS Sorting Core Unit des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf.

211.7 Bestimmung der Anzahl Leber-infiltrierender CD4+ T-Zellen

Die gezahlte Anzahl nichtparenchymatoser Zellen jeder Probe wurde mit dem per Durch-
flusszytometrie ermittelten prozentualen Anteil der CD4+ T-Zellen multipliziert, um die ab-
solute Anzahl an CD4+ T-Zellen in der Leber zu berechnen. Dieser Wert wurde dann auf
1g Lebergewebe bezogen, was durch die ursprungliche Gewichtsbestimmung der verwen-
deten Leberproben bei Entnahme maglich war.

211.8 Zytokinbestimmung im Zellkulturiiberstand mittels ELISA

Fir die Bestimmung von Zytokinen im Zellkulturiberstand wurde mit dem Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) gearbeitet. Bei diesem Verfahren werden zwei verschie-
dene Antikérper genutzt, die spezifisch unterschiedliche Epitope desselben Molekiils er-
kennen. Die Kavitaten einer Microtiterplatte werden mit dem ersten Antikorper ausplattiert
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurden nicht gebundene Antikdrper durch
einen Waschvorgang entfernt, bevor zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen der
Blockpuffer (PBS/1%BSA) hinzugegeben wurde. Nach erneutem Waschen wird der Zell-
kulturiberstand zugegeben und das darin befindliche, zu detektierende Molekiil bindet an
den Erstantikdrper. Nun folgen, jeweils nach Waschschritten, Inkubationen mit dem bioti-
nylierten Zweitantikdrper und Streptavidin-gekoppelter Meerrettich-Peroxidase, welche das
Biotin des Zweitantikérpers erkennt und bindet. Nach Zugabe des Substrats tritt eine
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Farbreaktion ein, die bei ausreichender Auspragung mit der angegebenen Stopp-L&sung
beendet wird und dann photometrisch gemessen werden kann. Die gemessene optische
Dichte kann anhand des bei jeder Messung mitgefuhrten Standards in eine Zytokinkonzent-
ration umgerechnet werden.

Die Messungen erfolgten mit Kits von R&D Systems entsprechend der beiliegenden Proto-
kolle unter Verwendung von Tetramethylbenzidin (TMB Plus READY-TO-USE, fertige Ge-
brauchslésung) als Substratldsung. AnschlieRend wurden die Proben mit dem ELISA-Aus-
lesegerat Opsys MRX TC Il (Dynec Technologies GmbH) bzw. Infinite F50 (Tecan GmbH)
bei einer Wellenlange von 450nm ausgelesen und die Konzentration des Zytokins ermittelt.

212 Genexpressionsanalyse

2121 RNA-Extraktion und Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Extraktion zur spateren Genexpressionsanalyse erfolgte entweder aus Leberge-
webe, welches unmittelbar nach der Organentnahme in Kryoréhrchen mit Flissigstickstoff
schockgefrostet und bei -80°C gelagert wurde, oder aus einer isolierten, definierten Zellpo-
pulation (z.B. CD4+ T-Zellen).

Die Proben wurden in 2-Mercaptoethanol enthaltenden Lysepuffer Gberfihrt, in welchem
sie auftauten und mithilfe eines sterilen Mdrsers homogenisiert wurden. Das Lysat wurde
auf eine Saule gegeben, bei 11000G fir eine Minute zentrifugiert und so filtriert. Der Filter
mit eventuellen Rickstadnden wurde verworfen; zu dem homogenisierten Durchfluss wur-
den 350pl Ethanol (70%) hinzugefiuigt und durchmischt, bis keine Schlieren mehr sichtbar
waren. Daraufhin wurde die in einem Auffanggefal befindliche RNA-Saule mit dem Lysat
beladen und wiederum zentrifugiert (11000G, 1min), sodass die RNA an die Saule band.
Um den folgenden DNA-Verdau eventuell verbliebener DNA effektiver zu machen, erfolgte
zunachst ein Entsalzungsschritt, bei dem Membranentsalzungspuffer auf die Saule gege-
ben und zentrifugiert wurde. Sodann wurden 95ul des rDNase-Reaktionsgemisches direkt
zentral auf die Membran der Saule pipettiert. Nach fiinfzehnminttiger Inkubation bei Raum-
temperatur wurde die rDNase-Reaktion durch Zugabe von 200yl Puffer und folgender Zent-
rifugation gestoppt. Zwei weitere Zentrifugationsschritte (je 11000G, 30s bzw. 2min) mit
einem anderen Puffer folgten, um die Membran zu waschen und zu trocknen. Die mit der
RNA beladene Saule wurde in ein Nuclease-freies Auffanggefall gestellt, in welches die
RNA aus der Saule durch Zugabe von 60ul RNase-freiem Wasser und anschlieffender
Zentrifugation eluiert wurde.

Far die RNA-Extraktion wurde das NucleoSpin RNA Kit (Macherey-Nagel) getreu den Her-
stellerangaben verwendet. Die Konzentration sowie die Reinheit der extrahierten RNA wur-
den mit dem Spektrophotometer NanoDrop2000 und der NanoDrop 2000/2000¢ Software
(beides Thermo Fischer Scientific) bestimmt.

212.2 Umschreibung in cDNA

Um die Genexpression bestimmen zu kénnen, musste die extrahierte RNA in cDNA umge-
schrieben werden, was mit dem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Fischer Scientific) nach Protokoll des Herstellers geschah. Es beruht auf dem Prinzip, dass
das Enzym Reverse Transkriptase als DNA-abhangige RNA-Polymerase in der Lage ist,
an einen RNA-Strang (,Template®) einen komplementaren DNA-Strang zu synthetisieren.
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Der RNA-Teil dieses RNA-DNA-Hybridstranges wird dann durch eine RNase abgebaut, so-
dass aus dem verbliebenen DNA-Einzelstrang nun ein DNA-Doppelstrang synthetisiert und
schlie3lich vervielfaltigt werden kann.

Dem Reaktionsgemisch (mit einem Volumen von 10ul) aus vorgegebenen Verhaltnissen
von Puffer, einem Mix aus Desoxyribonukleotidphosphaten, Primern, RNase Inhibitor, Nu-
clease-freiem Wasser und dem Enzym Reverse Transkriptase wurden 500ng der extrahier-
ten RNA (in insgesamt 10l Wasser geldst) als Template hinzugefligt, sodass ein Gesamt-
volumen von exakt 20pl erreicht wurde. Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte da-
raufhin mit dem DNA Engine Dyad® Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories GmbH).
Die so gewonnene cDNA wurde bis zur Analyse bei -80°C eingelagert.

2.12.3 Messung der Genexpression mittels quantitativer Real-Time-PCR
(rt-gPCR)

Die Basis der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (rt-qPCR) bildet die her-
kémmliche PCR, ein Verfahren aus drei zyklisch wiederkehrenden Schritten zur Vervielfal-
tigung von DNA. Das Verfahren lauft in einem Thermocycler ab, abhangig vom jeweiligen
Protokoll werden zwischen 20 und 50 Zyklen durchlaufen; ein Zyklus besteht aus Denatu-
rierung der Vorlage-DNA, Primerhybridisierung und Elongation. Bei der Denaturierung wird
der DNA-Doppelstrang durch Erhitzen auf 94-96°C in seine beiden Einzelstrange getrennt,
da bei dieser Temperatur die Einzelstrange verbindenden Wasserstoffbriickenbindungen
aufgebrochen werden. Hierauf folgt die Hybridisierung der Primer an die Einzelstrange,
wozu eine niedrigere Temperatur von 55-65°C bendtigt wird, um eine spezifische Anlage-
rung der Primer zu gewahrleisten. Den dritten Teil des Zyklus bildet die Elongation, bei der
die Einzelstrange ausgehend vom 3’-Ende der Primer durch das Enzym Taqg-Polymerase
mithilfe der freien Nukleotide zu DNA-Doppelstrangen synthetisiert werden. Fur eine funk-
tionierende Amplifikation muss die Temperatur dem Arbeitsoptimum des Enzyms entspre-
chend gewahlt werden (ca. 68-72°C). Das mehrfache Durchlaufen dieser drei Arbeits-
schritte fuhrt zu einer exponentiellen Vervielfaltigung der DNA-Vorlage.

Bei der rt-qPCR wird zusatzlich eine Quantifizierung der gewonnenen DNA Uber die Echt-
zeit-Messung von Fluoreszenz-Signalen ermdglicht. Diese Signale werden in den letzten
Zyklen des Laufs ausgewertet (in der sogenannten exponentiellen Phase) und sind propor-
tional zur Menge der synthetisierten DNA-Produkte.

Die verwendeten TagMan®-Sonden besitzen an einem Ende ein Reporter-Fluorochrom,
am anderen Ende einen sogenannten Quencher, der die Reporter-Fluoreszenz durch strah-
lungsfreie Energielibertragung unterdriickt. Erst wenn nach der Hybridisierung an den
DNA-Strang der Quencher durch die 5’-3’-Exonuklease-Funktion der Tag-Polymerase ab-
gebaut wird und sich von dem Reporter-Fluorochrom entfernt, kann dessen Fluoreszenz
gemessen werden.

Far die rt-gPCR wurden die Kavitaten der MicroAMP Platte mit je 5,7ul Reaktionsgemisch
bestehend aus 0,2l Referenzfarbstoff ,ROX High (50X)*, 5ul ,gPCR Master Mix (2x)“ (je
von PEQLAB, VWR International) und 0,5ul der Primer-Sonde des Zielgens gefullt. Hinzu
kamen 4,3ul cDNA, sodass sich ein Gesamtvolumen von 10ul/well ergab. Fir jede Probe
wurden doppelte Ansatze erstellt, es wurde generell auf Eis gearbeitet. Die MicroAMP
Platte wurde luftblasenfrei mit einer Abdeckfolie verschlossen, anzentrifugiert und mit dem
Real-Time PCR System ,StepOne Plus™ gemessen.
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212.4 Berechnung der relativen Expression mittels der ACt-Methode

Auf jeder gPCR-Platte wurde stets Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (Hprt1) als
housekeeping Gen mit konstanter Expression mitgefiihrt, um die relative Expression be-
rechnen zu kdnnen. Die Berechnung erfolgte auf Basis einer relativen Quantifizierung nach
der ACt-Methode. Der Ct-Wert (engl. Cycle threshold) gibt den Zyklus an, bei dem erstmalig
die gemessene Fluoreszenz Uber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt.

ACt berechnet sich aus der Differenz der Ct-Werte von Zielgen und Referenzgen (ACt =
target — housekeeper), anschlieRend wird die relative Expression anhand folgender Formel
bestimmt:

relative Expression = Sact

Die Normalisierung in Bezug auf die Kontrolle kann daraufhin mit
1
Mittelwert der relativen Expression der Kontrollen

X relative Expression (Probe)

berechnet werden. Die Normalisierung der Ergebnisse erfolgte in Bezug auf die C57BL/6 x
B10.PL Kontrollen, deren relative Expression der Gene somit ,1“ entsprach.

213 Histologie

2.13.1 Fixierung, Entwasserung und Einbettung der Proben

Fur die histologische Analyse wurde den Versuchstieren ein Teil des rechten Leberlappens
(Lobus dexter) entnommen, in eine Einbettkassette Uberfiihrt und fir 24 Stunden in Forma-
linldsung (4%, pH 7,5) fixiert. Danach wurden die Proben zwei Stunden in Wasser inkubiert,
bevor sie mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (Isopropanol 20%, 40%, 70%) Uber je
eine Stunde entwassert wurden. Bis zur Paraffin-Einbettung im Pathologischen Institut des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf erfolgte die Lagerung der Proben in 70%iger
Isopropanol-Lésung bei Raumtemperatur.

2.13.2 Schnitte und Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Mithilfe eines Mikrotoms wurden aus den Paraffin-Blécken Schnitte (3um) angefertigt, in
einem Wasserbad gestreckt (40°C) auf Superfrost-Objekttrager aufgebracht und Uber
Nacht auf einer Warmeplatte (40°C) getrocknet. Die Farbung erforderte zu Beginn eine je
finfmindtige Inkubation in Xylolbadern (96%), um die Schnitte zu entparaffinieren, bevor
sie Uber eine absteigende Ethanolreihe (100%, 90%, 70%, 50%; jeweils 4min) rehydriert
wurden. Auf die Spulung (2min, mit Aqua dest.) folgte die Farbung im Hamalaun-Bad (an-
gesauert nach Meyer) fur 10 Minuten. AnschlieRend wurden die Proben kurz in Aqua dest.
getaucht, 20 Minuten unter flieRendem Wasser geblaut und wiederum zwei Minuten in Aqua
dest. gestellt. Nun wurden die Proben fir eine Minute in angesauerter Eosinlésung (0,5%,
1 Tropfen Essig auf 100ml) inkubiert, kurz in Leitungswasser gespdult und durch eine auf-
steigende Alkoholreihe (Ethanol 5s in 50%, 30s in 70%, 1min in 90%, 2min in 100%, erneut
3min in 100%) entwassert. Als letzter Schritt wurden die Schnitte je drei Minuten in drei
Xylolbadern (96%) inkubiert, daraufhin mit Eindeckmedium (Entellan) eingedeckt und durch
ein Deckglaschen versiegelt.
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214 Tiermodell der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis
(EAE)

2141 MBP-Immunisierung

Das Myelin Basische Protein (MBP) wird als Bestandteil der Myelinscheiden der Nerven-
zellen im Zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert. Eine Immunisierung mit MBP als Au-
toantigen induziert daher in den Versuchstieren des B10.PL-Hintergrundes eine autoreak-
tive Neuroinflammation im ZNS. Bei Mausen der transgenen CRP-MBP Linie wird MBP
zusatzlich ektopisch unter dem Promotor des C-reaktiven Proteins (CRP) in der Leber ex-
primiert.

Die MBP-Immunisierung der geschlechts- und altersgematchten Versuchstiere erfolgte mit
einer Emulsion bestehend aus Komplettem Freundschem Adjuvans (CFA), welches mit hit-
zeinaktiviertem Mycobacterium tuberculosis angereichert wurde (eine Ampulle auf zwei
Ampullen CFA), und 4YMBP-Peptid (200pg/50ul PBS) im Verhaltnis MBP:CFA = 1:1. Die
Injektion von 100ul dieser Emulsion wurde subkutan nahe der Schwanzwurzel gesetzt, au-
Rerdem wurden am selben Tag sowie zwei Tage spater 250ul Pertussis-Toxin (200ng/250ul
PBS) intraperitoneal injiziert.

214.2 Beurteilung der EAE

Ab Tag 7 nach MBP-Immunisierung wurden die Versuchstiere taglich im Hinblick auf klini-
sche Krankheitssymptome untersucht, die typischerweise ab Tag 10-14 beobachtet werden
konnten. Die Beurteilung erfolgte anhand eines flnfstufigen klinischen EAE-Scores: 0 =
keine Symptome; 1 = schlapper Schwanz; 2 = wackelnder Gang; 3 = Ldhmung der Hinter-
laufe; 4 = Lahmung der Vorder-/Hinterlaufe; 5 = moribund/tot. Das Scoring erfolgte bis ma-
ximal Tag 30 nach Immunisierung.

2.14.3 Autoimmune Hepatitis im Mausmodell

2.14.3.1 Auswertungsstrategie zur Beurteilung des Entziindungsstatus in der
Leber

Zur Beurteilung der Schadigung von Lebergewebe diente die Alanin-Aminotransferase
(ALT) aus dem Blutserum. Um die Entziindungsvorgange in der Leber zu bewerten, wurden
histologisch die portalen und parenchymatésen Infiltrationen von Entziindungszellen ver-
blindet begutachtet. Darlber hinaus erfolgte die Befundung durch einen Pathologen nach
dem maodifizierten histologischen Aktivitatsindex mHAI nach Ishak et al. (Ishak et al. 1995).
Dieser setzt sich zusammen aus der Beurteilung von Interface Hepatitis (0-4), konfluenter
Nekrose (0-4), Einzelzelluntergangen (0-4) und portaler Entziindung (0-4) und erlaubt mit
einer Spanne von 0-18 Punkten eine detaillierte Befundung des Ausmales der entziindli-
chen Aktivitat. Ferner wurde die relative Zellzahl der Leberlymphozyten erhoben. Fur die
Histologie erfolgte nach der Leberperfusion die Enthahme von Gewebe fur Paraffinschnitte.
Die mit Hamatoxilin-Eosin gefarbten Schnitte der Leber wurden verblindet ausgewertet.

2.14.3.2 Serum-Transaminasenmessung

Das Vollblut wurde durch Punktion der Vena cava inferior aus den Versuchstieren gewon-
nen und in ein 1,5ml Auffanggefal tUberfihrt, welches zuvor heparinisiert wurde, um eine
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Gerinnung zu verhindern. Pro Maus konnten nach Zentrifugation der Proben (3000rpm,
4°C, 10min) 100-200ul Plasma als Uberstand abgenommen werden. Diese wurden
bei -80°C gelagert, bis die Bestimmung der Serum-Transaminasen durch das Institut fur
Klinische Chemie/Zentrallaboratorien am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf er-
folgte.

2.14.4 Adoptiver Zelltransfer Antigen-spezifischer CD4+ T-Zellen in vivo

Aus Milzen von tg4 Spendertieren wurden wie oben beschrieben CD4+ T-Zellen isoliert,
gezahlt und in PBS aufgenommen. Der Transfer von 5-10x10° CD4+ T-Zellen (in 150pl
PBS) in die Empfangermause erfolgte durch intravendse Injektion in die Schwanzvene. Die
Empfangertiere waren am Vortag mit MBP immunisiert worden, um eine EAE bzw. eine
Entzindungsreaktion zu induzieren.

Der Oberflachenmarker CD45, von dem zwei funktionell identische Allele (CD45.1 und
CD45.2) existieren, erlaubte bei der Analyse eine sichere |dentifizierung der Zellen: Die
Empfangertiere waren ausschlieBlich CD45.2-positiv, die Spendertiere dagegen CD45.1-
negativ und CD45.2-positiv (Abb.2).
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Abb. 2: Schema des adoptiven Zelltransfers.

2.14.5 Invivo Treg-Depletion mittels Injektion von anti-mouse-CD25-Anti-
korper

Fir die in vivo Depletion von CD4+CD25+Foxp3+ Tregs erhielten die Mause zweimal wo-
chentlich eine intraperitoneale Injektion von 500ug anti-mouse-CD25-Antikérper (PC-
61.5.3), der in 200pl PBS gel6st war.

2.14.6 Invivo IL-10-Rezeptor-Blockade mittels Injektion von anti-IL-10-Re-
zeptor-Antikorper

Die in vivo Blockade des IL-10-Rezeptors (CD210) in den Versuchstieren erfolgte durch
einmal wochentliche intraperitoneale Injektion von 0,15mg anti-CD210-Antikérper (geldst in
150u1 PBS).
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2.14.7 In vivo PD-1-Blockade mittels Injektion von anti-mouse-CD279 (PD-
1)-Antikorper

Sollte das Programmed Cell Death Protein-1 (PD-1, CD279) in vivo blockiert werden, wur-
den den Versuchstieren zweimal wdchentlich 200ug anti-m-PD-1-Antikérper (RMP1-14),
geldst in 250ul PBS, intraperitoneal injiziert.

2.14.8 In vivo CTLA-4-Blockade mittels Injektion von anti-mouse-CTLA-4-
Antikorper

Zur in vivo Blockade des Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4, CD152) in
den Versuchstieren erfolgte zweimal wochentlich die intraperitoneale Applikation von 100-
200pg anti-m-CTLA-4-Antikérper (UC10-4F10-11), welcher in 250ul PBS geldst wurde.

215 Statistische Auswertung

Die graphische und statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad
Prism®. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte angegeben und graphisch als Mediane darge-
stellt. Die Signifikanz wurde, sofern nicht anders angegeben, durch den Mann-Whitney-
Test mit einem 95%-Konfidenzintervall getestet und der p-Wert berechnet. Ein p-Wert <0,05
wurde als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des CRP-MBP x tg4 Mausmodells

Die Analysen zur Charakterisierung des CRP-MBP x tg4 Mausmodells wurden von Alena
Laschtowitz (Laschtowitz 2018) begonnen und hier fortgesetzt. Gemeinsame Daten werden
im Folgenden entsprechend gekennzeichnet.

Es galt, das Vorliegen von MBP-spezifischen reaktiven Zellen im CRP-MBP x tg4 Mausmo-
dell in vitro zu bestatigen und um in vivo generierte Daten zu erweitern. Auch die Verifizie-
rung von Daten zur erhohten Frequenz T regulatorischer Zellen sowie der weitgehende
Schutz vor einer Autoimmunen Hepatitis (AIH) in Mausen der Linie CRP-MBP x tg4 sollte
durch weitere Versuche erfolgen. Erganzend wurden Untersuchungen zu spezifischen pe-
ripheren Toleranz-Signalwegen durchgefihrt; hierbei lag der Fokus auf den TGF-- und IL-
10-Signalwegen.

Die nahezu 100%ige Expression der V[38.2-Kette, welche fir den MBP-spezifischen T-Zell-
Rezeptor charakteristisch ist, auf CD4+ T-Zellen sowohl in CRP-MBP x tg4 Mausen als
auch in C57BL/6 x tg4 Mausen konnte in mehreren Versuchen durchflusszytometrisch be-
statigt werden (Abb. 3A). Dies ist bemerkenswert, da Lymphozyten, die Autoantigene er-
kennen, normalerweise wahrend ihres Reifungsprozesses im Thymus klonal deletiert wer-
den. Dieser Prozess soll sicherstellen, dass keine Autoimmunkrankheiten entstehen (S.
Sakaguchi & N. Sakaguchi 1990; Kappler et al. 1987).

Es ware denkbar, dass Lymphozyten der klonalen Deletion entgehen, indem sie den auto-
reaktiven T-Zell-Rezeptor herunterregeln, also nicht mehr auf ihrer Oberflache exprimieren.
Durch die simultane Farbung von V(38.2- und TCRB-Kette konnte eine Herunterregelung
nachvollzogen werden. Bei Zellen aus CRP-MBP x tg4 Mausen war dies nicht der Fall, die
MBP-spezifischen T-Zellen blieben unverandert nachweisbar (Abb. 3A).

Zusatzlich zu den Analysen aus der Milz wurden Zellen aus Thymus, Blut und vereinzelt
aus Knochenmark gewonnen und analysiert, erganzend zu Ergebnissen von Alena Lasch-
towitz (Abb. 3A). Auch hier zeigte sich die konstante V38.2-Expression, die Zellen besitzen
also das Potential zur MBP-spezifischen Immunantwort (CRP-MBP x tg4 Milz: 99,57%, n=6;
Thymus: 98,8%, n=1; Knochenmark: 97,1%, n=1; Blut: 99,72%, n=5 vs. C57BL/6 x tg4 Milz:
98,58%, n=9; Thymus: 94,53%, n=3; Knochenmark: 98,0%, n=1; Blut: 99,75%, n=4, jeweils
Mittelwerte).

In Mausen der Linien CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4, deren T-Zellen aufgrund eines do-
minant-negativen IL-10-Rezeptors auf T-Zellen insensitiv gegenuber IL-10 sind, bzw. in ih-
ren nicht-transgenen Wurfgeschwistern wurde ebenfalls die nahezu 100%ige Expression
der VB8.2-Kette gesehen (C57BL/6 x cd4-DN-IL10R x tg4 Milz: 96,7%, n=11; Thymus:
93,7%, n=2; Blut: 98,7%, n=5; jeweils Mittelwerte) (Abb. 3B). Selbiges trifft fir CD4+ T-
Zellen aus CRP-MBP x hCD2-AkTBRII x tg4 Mausen zu, deren T-Zellen einen dominant-
negativen TGF-3-Rezeptor aufweisen (C57BL/6 x hCD2-AkTBRII x tg4 Milz: 97,59%, n=7;
Thymus: 91,53%, n=4; Blut: 93,87%, n=6; jeweils Mittelwerte) (Abb. 3B). Die genetisch be-
dingte Einschrankung der TGF-3- bzw. IL-10-Signale scheint also keinen Einfluss auf die
Ausbildung des MBP-spezifischen T-Zell-Rezeptors zu haben.

Somit kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die autoreaktiven T-Zellen nicht
deletiert werden und das CRP-MBP x tg4 Modell daher fir unsere Untersuchungen ver-
wendet werden kann.
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Abb. 3: Expression der VB8.2-Kette auf CD4+ T-Zellen unterschiedlicher Organe der Li-
nien CRP-MBP x tg4 und ihrer Wurfgeschwister (A) bzw. wt x cd4-DN-IL10R x tg4 und
C57BL/6 x hCD2-AkTBRII x tg4 (B). Analyse ohne Vorbehandlung der Tiere.

3.1.1 In vitro Funktionalitatsprifung von Zellen der CRP-MBP x tg4 Linie

Neben der MBP-Spezifitat der T-Zellen sollte auch ihre Funktionalitat in vitro Gberprift wer-
den, gemessen an der Fahigkeit nach antigenspezifischer Stimulation inflammatorische In-
terleukine zu produzieren. Die Funktionalitéatsprifung in vivo wird in Abschnitt 3.1.2 thema-
tisiert.

Dazu wurde, in Ergdnzung zu Daten aus Vorarbeiten in unserem Labor (Laschtowitz 2018),
die Produktion von IFN-y durch CD4+ T-Effektorzellen nach in vitro Stimulation mit dem
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Antigen MBP Uberpruft. Um einen mdglichen inhibitorischen Effekt durch vorhandene T re-
gulatorische Zellen (Tregs) nicht zu vernachlassigen, wurden neben Gesamt-CD4+ T-Zel-
len auch CD4+CD25- Effektor-T-Zellen aus unbehandelten, nicht-immunisierten Tieren iso-
liert. Je 5x10° CD4+CD25- oder CD4+ Zellen wurden zusammen mit 5x10* CD11c+ Dend-
ritischen Zellen ausgesat, welche Uber die Interaktion von CD80/86 mit CD28 ein notwen-
diges kostimulatorisches Signal zur T-Zell-Aktivierung generieren. Fir eine unspezifische
Stimulation wurde anti-CD3-Antikdrper (2ug/mL) hinzugegeben; fur eine MBP-spezifische
Stimulation dagegen 50ng/mL MBP Ac1-9 Peptid. Nach 96h Inkubationszeit im Brutschrank
(37°C, 5% CO,) wurden die Uberstande abgenommen und zur ELISA-Zytokinmessung ge-
nutzt. Im Uberstand der CD4+CD25- T-Effektorzellen waren deutliche Mengen an proin-
flammatorischem IFN-y messbar, die nach unspezifischer (CRP-MBP x tg4: 378,1pg/mL
vs. wt x tg4: 486,0pg/mL, n=4 vs. 5, p= 0,0159) und MBP-spezifischer Stimulation (CRP-
MBP x tg4: 339,8pg/mL vs. wt x tg4: 429,2pg/mL, n= 5 vs. 7, p= 0,0051) zwar signifikant
geringer ausfielen als in der Vergleichsgruppe (Abb. 4A+B), insgesamt jedoch die Stimu-
lierbarkeit von Effektor-T-Zellen aus CRP-MBP x tg4 Mausen zeigen. Dies wird unterstri-
chen durch die Messung von IL-17; hierbei zeigte sich eine verstarkte Produktion in den
CD4+ T-Zellen der CRP-MBP x tg4 Tiere, sowohl nach unspezifischer (CRP-MBP x tg4:
776,2pg/mL vs. wt x tg4: 522,1pg/mL, n=4, p= 0,0571) als auch, statistisch signifikant, nach
antigenspezifischer Restimulation (CRP-MBP x tg4: 371,0pg/mL vs. wt x tg4: 191,0pg/mL,
n=5vs. 7, p= 0,0025; Abb. 4C+D). Zusammengefasst lasst sich die in vitro Stimulierbarkeit
von Effektor-T-Zellen aus diesem Mausmodell feststellen.

Der Vergleich der Zytokinproduktion von CD4+-Gesamt- mit CD4+CD25- Effektor-T-Zellen
lie® einen inhibitorischen Einfluss von Tregs auf die proinflammatorische Zytokinantwort
erkennen. Nach antigenspezifischer Restimulation konnte eine Tendenz zu gréeren Zyto-
kinmengen in den Ansatzen mit CD4+CD25- T-Effektorzellen gemessen werden als in der
Vergleichsgruppe mit CD4+ T-Zellen, auch wenn der Unterschied nicht immer signifikant
ausfiel. Dieser Effekt wurde sowohl in Zellen aus CRP-MBP x tg4 Mausen bzgl. IFN-y
(CD4+CD25-: 339,8pg/mL vs. CD4+: 299,6pg/mL, n= 5 vs. 8, p= 0.0932) und IL-17
(CD4+CD25-: 371,0pg/mL vs. CD4+: 348,4pg/mL, n=5vs. 8, p= 0.6216) gesehen als auch
in Zellen der Linie C57BL/6 x tg4 bei IFN-y (CD4+CD25-: 429,2pg/mL vs. CD4+:
395,8pg/mL, n= 7 vs. 9, p= 0.1738) und statistisch signifikant bei IL-17 (CD4+CD25-:
191,0pg/mL vs. CD4+: 155,6pg/mL, n=7 vs. 9, p= 0.0002; keine Abbildung). Weitere Ver-
suche sollten aufgrund teils schwankender Ergebnisse zur Bestatigung dieser Beobachtung
unternommen werden. Die Erhéhung der Frequenz von MBP-spezifischen
CD4+CD25+Foxp3+ Tregs in MBP-transgenen Tieren im Vergleich zu nicht-transgenen
Wurfgeschwistern wurde in multiplen Versuchen festgestellt, soll hier allerdings nicht weiter
thematisiert werden, da sie bereits wiederholt in Vorarbeiten gezeigt wurde (Luth et al.
2008).
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Abb. 4: IFN-y und IL-17 im Zellkulturiiberstand von 5x10° CD4+CD25- T-Zellen aus der
Milz nach 96h Restimulation in Anwesenheit von 5x10* DCs. A+C: MBP-Restimulation
(50ng/mL MBP) B+D: unspezifische Restimulation (2ug/mL aCD3 AK).

3.1.2 In vivo Funktionalitatsprifung von Zellen der CRP-MBP x tg4 Linie

Ausgehend von den erhobenen Daten zur MBP-Spezifitdt von CD4+ T-Zellen aus CRP-
MBP x tg4 Mausen, die sich in vitro eindeutig stimulierbar zeigten, sollte der Beweis ihrer
spezifischen Reaktivitat auch in vivo erbracht werden. Die Auslésung bzw. Verlauf einer
EAE als CD4+ T-Zell-abhangiges Geschehen erschien als geeigneter Parameter zur Beur-
teilung der Pathogenitat. Hierfir wurde das Modell des adoptiven Zelltransfers (s. 2.14.4,
Abb. 2) gewahlt, bei dem MBP-spezifische CD4+ T-Zellen aus CRP-MBP x tg4 Mausen
intravenos in Empfangermause eingebracht werden, die selbst keine transgenen MBP-spe-
zifischen Zellen besitzen. Sofern die antigenspezifischen Zellen auch in vivo ihr reaktives
Potential entfalten, sollten ein friherer Beginn der EAE sowie ein aggravierter Krankheits-
verlauf zu erwarten sein, da MBP-spezifische CD4+ T-Zellen nach der Immunisierung nicht
erst generiert und expandiert werden mussen, sondern bereits im Organismus vorliegen.
Ein Transfer von protektiven MBP-spezifischen Tregs wurde dabei weitestgehend ausge-
schlossen, da ausschlieRlich CD4+CD25- Effektor-T-Zellen isoliert wurden (Abb. 5).
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Abb. 5: Exemplarischer Dot Plot der aufgereinigten Population von CD4+CD25- tg4 T-
Effektorzellen aus der Milz von CRP-MBP x tg4 Mausen fiir den adoptiven Transfer in
nicht MBP-transgene C57BL/6 x B10.PL Tiere. Die Reinheit betrug >95%.

Einen Tag nach Immunisierung der C57BL/6 x B10.PL F1 Empfanger-Tiere mit MBP-Peptid
und CFA erfolgte der adoptive Zelltransfer von 6x10° CD4+CD25- T-Zellen aus CRP-MBP
x tg4 Mausen. Einer Kontrollgruppe wurden 150ul PBS in die Schwanzvene injiziert, einer
weiteren wt x tg4 CD4+CD25- T-Effektorzellen, um das pathogene Potential abschatzen zu
kénnen. Im Folgenden wurde der klinische EAE-Score taglich erhoben (s. 2.14.2).

Tatsachlich zeigten die Mause, die CRP-MBP x tg4 Zellen erhalten hatten, erste EAE-
Symptome bereits ab Tag 9 nach Immunisierung, passend zum Symptombeginn an Tag 8
bei Transfer der wt x tg4 Zellen. Bei der Kontrollgruppe mit PBS hingegen, welche einen
typischen Krankheitsverlauf aufwies, war dies erst an Tag 13 der Fall. Auch die Entwicklung
der klinischen Symptome verlief bei den Zelltransfer-Gruppen beschleunigt mit einem ins-
gesamt deutlich héheren EAE-Score (maximaler EAE-Score CRP-MBP x tg4: 2,75 +0,112
vs. wtx tg4: 3.1 £0,51 vs. PBS: 1,8 £0,464, n=6 vs. 6 vs. 5), dessen Maximum friiher (CRP-
MBP x tg4: Tag 15 vs. wt x tg4: Tag 16/17 vs. PBS: Tag 20, n= 6 vs. 6 vs. 5) erreicht wurde
(Abb. 6, Tab. 1). Folgerichtig fallt auch der mittlere EAE-Score Uber die gesamte Versuchs-
zeit hinweg betrachtet wesentlich héher aus als in der PBS-Kontrollgruppe (CRP-MBP x
tg4 : 1,719 £0,1559 vs. wt x tg4: 2,497+0,1666 vs. PBS: 1,004 £0,1363) und unterschied
sich signifikant zwischen den Gruppen (1way ANOVA: P < 0,0001).
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Abb. 6: EAE-Verlauf von C57BL/6 x B10.PL Mausen nach MBP-Immunisierung und adop-
tivem Transfer von 6x10° CD4+CD25- T-Effektorzellen aus der CRP-MBP x tg4 oder wt x
tg4 Linie; Injektion von PBS i.v. als Kontrolle.

Zusammen mit den in vitro Ergebnissen kann dieser Versuch als in vivo Bestatigung des
pathogenen Potentials von CD4+ T-Effektorzellen aus Mausen der Linie CRP-MBP x tg4
betrachtet werden.

Tab. 1: Kennwerte des EAE-Verlaufes von C57BL/6 x B10.PL Mausen nach MBP-Immuni-
sierung und adoptivem Transfer von 6x1 0° CD4+CD25- T-Effektorzellen aus der CRP-MBP
x tg4 (A) oder C57BL/6 x tg4 Linie (B); Injektion von PBS i.v. als Kontrolle (C).

A B C

CRP-MBP x tg4 Te | C57BL/6 x tg4 Ter | PBS (Kontrolle)
Gruppengrofe n 6 6 5
Tag des Auftretens 9 8 13
erster Symptome
Tag der maximalen 15 16 und 17 20
Symptomauspragung
maximaler EAE- 2,75 +0,112 3.1 0,51 1,8 £0,464
Score + SEM
mittlerer EAE-Score | 1,719 +0,1559 2,497 +0,1666 1,004 £0,1363
+ SEM (Uber die Ver-
suchsdauer von d;-
d30)

Signifikanzniveau CRP-MBP x tg4 Te vs C57BL/6 x tg4 Ter: ** (-1,299 bis -0,2579)
(Tway-ANOVA Test | CRP-MBP x tg4 T+ vs PBS (Kontrolle): ** (0,1940 bis 1,235)
mit 95% Konfidenzin- | C57BL/6 x tg4 T vs PBS (Kontrolle): *** (0,9725 bis 2,014)
tervall der Differen-
zen)
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Eine Wiederholung des Versuches ist geplant, insbesondere um zu Uberprifen, ob T-Ef-
fektorzellen aus CRP-MBP x tg4 Mausen tatsachlich ein etwas geringeres pathogenes Po-
tential aufweisen als T-Effektorzellen aus ihren nicht-transgenen Wurfgeschwistern, was
sich in den vorliegenden Daten mit dem starksten Krankheitsverlauf anzudeuten scheint.
Dies ware gegebenenfalls auch eine moégliche Erklarung fir die insgesamt héhere IFN-y-
Produktion der Zellen aus wt x tg4 Tieren nach in vitro Stimulation (s. Abb. 4A). Bei einem
Wiederholungsversuch kdnnten des Weiteren nicht-MBP-spezifische CD4+ T-Effektorzel-
len transferiert werden zur Beweisflihrung, dass die beobachtete friihe, schwere Krank-
heitsauslésung von der MBP-Spezifitat abhangt, nicht aber bei jeglichem Transfer unspe-
zifischer CD4+T-Zellen auftritt. Dass CD4+CD25- T-Zellen aus CRP-MBP x tg4 Tieren auch
in vivo reaktiv sowie in der Lage sind, eine EAE auszuldsen, darf anhand der gezeigten
Daten jedoch als gesichert betrachtet werden.

3.1.3 Bedeutung von hepatisch induzierten T regulatorischen Zellen fur
die periphere Toleranz

Das protektive Potential von in der Leber induzierten, antigenspezifischen
CD4+CD25+Foxp3+ Tregs konnte bereits 2008 durch Luth et al. beschrieben werden, als
der adoptive Transfer von CD4+CD25+Foxp3+ Tregs aus CRP-MBP transgenen Mausen
in suszeptible Wildtyp-Mause Schutz vor dem Auftreten einer EAE brachte. Des Weiteren
zeigten sie, dass diese Foxp3+ Tregs in CRP-MBP transgenen Mausen in der Peripherie
aus konventionellen non-Treg CD4+CD25- T-Zellen induziert wurden. In einer weiteren Stu-
die wurde beschrieben, dass insbesondere LSECs fur die hepatische Treg-Induktion ver-
antwortlich zu sein scheinen, was unter dem notwendigen Einfluss von TGF-$ geschieht
(Carambia et al. 2014), und dass eine héhere Foxp3+ Treg-Frequenz in CRP-MBP x tg4
M&usen beobachtet werden konnte (Laschtowitz 2018). Vor diesem Hintergrund sollte nun
Uberprift werden, ob die Depletion von Tregs hinreichend ist, um die hepatisch induzierte
Toleranz in CRP-MBP x tg4 Mausen zu durchbrechen. Da sich Foxp3 als intrazellularer
Transkriptionsfaktor nicht zur selektiven Depletion anbot, wurde mit dem gegen die a-Kette
des IL-2-Rezeptors gerichteten anti-CD25-Antikérper (Klon: PC61.5.3) gearbeitet. Begin-
nend ab Tag 2 nach der Immunisierung mit MBP/CFA erhielten die Mause zweimal wo-
chentlich eine intraperitoneale Injektion von 500ug PC61.5.3, um die Tregs funktionell weit-
gehend auszuschalten. Der Erfolg der Behandlung wurde nach Versuchsende an Tag 30
durchflusszytometrisch kontrolliert; der Anteil an Foxp3+CD25+ Tregs an allen CD4+ T-
Zellen lag in den AK-behandelten Tieren mit 1,586% signifikant niedriger als in der Kontroll-
gruppe, wo 11,38% Tregs beobachtet wurden (CRP-MBP x tg4 + PC61.5.3:
1,586+0,7777%; CRP-MBP x tg4 + Isotyp-Kontrolle: 11,38+1,710%; n= 7; p=00021; Abb.
7).
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Abb. 7: Anteil der Population von CD25+Foxp3+ Tregs an CD4+ T-Zellen in der Milz von
CRP-MBP x tg4 Mausen nach zweimal wochentlicher Gabe von 500ug PC61.5.3-AK i.p.

Die Kontroligruppe erhielt den Isotyp des Antikorpers. Analyse an Tag 30 nach MBP-
Immunisierung.

Der erfolgreichen Treg-Depletion zum Trotz kam es in den CRP-MBP x tg4 Mausen nicht
zum Ausbruch der Krankheit bzw. zum Auftreten von EAE-Symptomen (keine Abbildung),
die peripher induzierte Toleranz blieb erhalten. Passend dazu und in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen von Alena Laschtowitz (Laschtowitz 2018) konnten histologisch in den
HE-Schnitten der Lebern keine oder lediglich vereinzelte portalfeldnahe Infiltrate gefunden
werden (Abb. 8B). Bei ebenfalls nur marginal erhéhten Werten der Serum-Transaminase
ALT (Abb. 8A) liegt daher auch keine ausgepragte autoimmune Hepatitis vor.
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Abb. 8: Werte der Alanin-Aminotransferasen (A) und HE-Schnitt der Leber in 10-facher
VergréoRerung (B) von mit PC61.5.3-AK behandelten CRP-MBP x tg4 Mausen an Tag 30
nach MBP-Immunisierung.

Eine Wiederholung des Versuches, bei dem die Analyse zu einem friheren Zeitpunkt an
Tag 7 nach Immunisierung erfolgte, wurde durchgefihrt, um ein mdgliches passageres in-
flammatorisches Geschehen nicht zu Ubersehen. Dabei bestatigte sich die beobachtete
Wirkung der Treg-Depletion eindriicklich: sowohl bei MBP-transgenen Mausen als auch in
der nicht-transgenen Kontrollgruppe fanden sich nach Anwendung des Antikérpers nur
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marginale Werte von CD25+Foxp3+ Tregs (CRP-MBP x tg4 + PC61.5.3: 0,4250 +0,3948%;
C57BL/6 x tg4 + PC61.5.3: 0,3750 1£0,3096%; n= 4; p=1,0), im Gegensatz zu den Kontroll-
gruppen ohne Antikérper-Behandlung (CRP-MBP x tg4 - PC61.5.3: 18,17+1,955%;
C57BL/6 x tg4 - PC61.5.3: 7,650+2,082%; n= 3 vs. 4; p= 0,0571; Abb. 9A). Der hohe Anteil
von CD25+Foxp3+ Tregs in den CRP-MBP x tg4 Mausen bestétigte nebenbei das bekannte
Potential zur Treg-Induktion von Mausen mit ektopischer MBP-Expression in der Leber
(Lath et al. 2008). Weiterhin lieBen sich weder histologisch in der HE-Farbung, die nur ver-
einzelt Lymphozyteninfiltrate zeigte (keine Abbildung), noch hinsichtlich der Serum-Transa-
minasen signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen mit Treg-Depletion
(CRP-MBP x tg4 - PC61.5.3: 49,87 +5,139 U/L; C57BL/6 x tg4 - PC61.5.3: 46,95 +23,69
U/L; n= 4; p= 0,3429) oder ohne finden (CRP-MBP x tg4 - PC61.5.3: 97,71 £48,36 U/L;
C57BL/6 x tg4 - PC61.5.3: 35,85 4,298 U/L; n= 3 vs. 4; p= 0,0571; Abb. 9B). Die moderat,
jedoch nicht signifikant erhdhten Werte der Serum-Transaminasen in MBP-transgenen
M&usen nach MBP-Immunisierung im Vergleich zu ihren nicht transgenen Wurfgeschwis-
tern decken sich mit Beobachtungen aus Versuchen von Alena Laschtowitz (Laschtowitz
2018). Insgesamt lag somit keine fulminante autoimmune Hepatitis vor.

Die vorliegenden Daten durfen daher als starker Hinweis darauf gewertet werden, dass
CRP-MBP x tg4 Mause auch nach Depletion von protektiven CD25+Foxp3+ Tregs nicht
suszeptibel fir eine autoimmune Neuroinflammation sind.
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Abb. 9: CD25+Foxp3+ Treg-Populationen in CRP-MBP x tg4 und C57BL/6 x tg4 Mausen
mit und ohne PC61.5.3-Antikorperbehandlung (A) sowie die Werte der Alanin-Amino-
transferase (ALT) (B). Die Analyse erfolgte an Tag 7 nach MBP-Immunisierung.

MBP-spezifische CD25+Foxp3+ Tregs liegen also in CRP-MBP x tg4 Mausen in gesteiger-
ter Frequenz vor (LUuth et al. 2008) und kénnen bei adoptivem Transfer in nicht-transgene
Empfanger einen Schutz vor EAE Ubertragen. Gleichwohl sind sie fir die Aufrechterhaltung
der Toleranz entbehrlich. Dies sollte in einer weiteren Herangehensweise Uberprift werden,
fur die CRP-MBP x hCD2-AkTRR Il x tg4 Tiere verwendet wurden. Neben der hepatischen
MBP-Expression und dem MBP-spezifischen T-Zell-Rezeptor, der gemessen an der V(38.2-
Expression auf allen CD4+ T-Zellen exprimiert wird (s. Abb. 3B, S.35), tragen Mause dieser
Linie einen dominant-negativen TGF-B-lI-Rezeptor (hCD2-AkTRR Il), sodass ihre T-Zellen
TGF-B-insensitiv sind. Dieser Defekt fuhrt zu der Unfahigkeit, periphere iTregs zu generie-
ren, da dies ein TGF-B-abhangiger Prozess ist (Lith et al. 2008; Carambia et al. 2014). Die
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nicht TGF-B-abhangige Reifung von im Thymus gebildeten naturlichen Tregs bleibt dage-
gen auch in CRP-MBP x hCD2-AkTRR Il x tg4 M&usen unbeeinflusst.

Sollten iTregs fur die Aufrechterhaltung der Toleranz wirklich abkémmlich sein, so dirften
Mé&use der Linie CRP-MBP x hCD2-AkTRR Il x tg4 nach Immunisierung mit dem Autoanti-
gen MBP fir eine Krankheitsauslésung nicht suszeptibel sein. Tatsachlich entwickelten die
M&use nach MBP-Immunisierung keinerlei Symptome einer EAE (Abb. 10A) oder einer he-
patischen Entziindung, gemessen an den Werten der Alanin-Aminotransferase an Tag 7
(Abb. 10B) sowie Tag 30 (keine Abbildung), die unauffallig bzw. nur marginal erhéht waren.
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Abb. 10: EAE-Verlauf (A) von CRP-MBP x hCD2-AkTRR Il x tg4 Mausen nach Immunisie-
rung mit MBP. Als Kontrolle dienten nicht-MBP-transgene Wurfgeschwister (C57BL6 x
hCD2-AKTRR Il x tg4). (B) zeigt die in beiden Gruppen nicht signifikant erhdhten Werte
der Serum-Alanin-Aminotransferase an Tag 7 nach MBP-Immunisierung.

Auch die histologische Analyse blieb an Tag 7 (Abb. 11A) sowie an Tag 30 (Abb. 11B) ohne
Hinweise auf ein starkes inflammatorisches Geschehen; lediglich vereinzelte entziindliche
Infiltrate wurden gefunden. Ubereinstimmend damit lag die Zahl der Leberlymphozyten mit
ca. 3,5 Millionen pro Gramm Gewebe im normalen Bereich ohne Unterschied zu der Kon-
troligruppe (CRP-MBP x hCD2-AKTRR Il x tg4: 3,3x10°%g vs. wt x hCD2-AKTRR |l x tg4:
3,9x10%g, n=8 vs. 5, p= 0,5237). Alle Beobachtungen konnten in Wiederholungsversuchen
bestatigt werden. Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass eine selektive Beeintrach-
tigung der Treg-Generierung bzw. des TGF-3-Signalweges keine hinreichende MalRnahme
zur Durchbrechung der hepatisch induzierten Toleranz darstellt.
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Abb. 11: HE-Schnitte aus der Leber voﬁ CRP-MBP x hCD2-AkTRR Il x tg4 Mausen an Tag
7 (A) und Tag 30 (B) nach MBP-Immunisierung in 10-facher VergréBerung.

3.2 Charakterisierung von tg4 Zellen nach adoptivem Zelltransfer in
CRP-MBP x B10.PL Mause

Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, dass tg4 T-Zellen in vitro und in vivo reaktiv
sind bzw. pathogenes Potential entfalten (s. 3.1.1 und 3.1.2). Trotzdem fihrt das Vorkom-
men MBP-spezifischer Zellen — wie in der Linie CRP-MBP x tg4 oder nach adoptivem Zell-
transfer von tg4 Zellen in CRP-MBP x B10.PL Empfanger — nicht zu einer autoimmunen
inflammatorischen Reaktion. Dies legt nahe, dass die Antigen-spezifischen Effektorzellen
entweder ihren Phanotyp andern und selbst tolerant werden oder von anderen Zellen inhi-
biert werden kénnten. Der TGF-B-abhangige Signalweg und Uber ihn induzierte periphere
Tregs konnen zwar eine Toleranz vermitteln, bei ihrer Blockade wird die Toleranz jedoch
nicht durchbrochen. Daher sollte Uberprift werden, ob moéglicherweise ein anderer Typus
peripher induzierter T regulatorischer Zellen, sog. Typ 1 T regulatorische Zellen (Tr1), von
entscheidender Bedeutung ist. Im Gegensatz zu Tregs sind Tr1 Zellen Foxp3-negativ, eine
Identifikation soll Uber die Koexpression der Oberflachenantigene CD49b und Lag-3 mog-
lich sein (Gagliani et al. 2013). Zur Verfolgung des Zellschicksals wurde das Modell des
adoptiven Transfers gewahlt (s. Abb. 2, S.32), in dem 5-10x10° CD4+ T-Zellen (gelést in
150ul PBS) aus nicht-toleranten Spendern der Linie tg4 in vortags immunisierte Empfanger
der Linie CRP-MBP x B10.PL intravends transferiert wurden. Die vorherige Immunisierung
der Empfanger mit MBP/CFA diente der Generierung eines proinflammatorischen Kontex-
tes. Uber die congen-Marker CD45.1/CD45.2 gelang bei der durchflusszytometrischen
Analyse an Tag 7 eine sichere Zuordnung von Spender- und Empféngerzellen (Abb. 12).
So konnte eine mdgliche Differenzierung der transferierten reaktiven tg4-Zellen nachvoll-
zogen werden. Aullerdem wurden die Empfangermause hinsichtlich des Auftretens einer
Hepatitis oder EAE als Zeichen einer Inflammation untersucht. Als Vergleichsgruppe wur-
den die tg4 Zellen in nicht CRP-MBP transgene Wurfgeschwister ohne hepatische MBP-
Expression Ubertragen.
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Abb. 12 Exemplarischer Dot Plot der CD45.1-CD45.2+ Zellpopulation der Spendertiere
(markiert) und der CD45.1+CD45.2+ Population der Empfanger nach adoptivem Zelltrans-
fer. Vorheriges Gating erfolgte anhand von FSC-H, FSC-A, SSC-A und Paco-NHS. Ana-
lyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung und Tag 6 nach Zelltransfer.

3.21 Induktion eines Tr1-ahnlichen Phanotyps

Hinweisen auf einen Tr1-ahnlichen Phanotyp im Modell des adoptiven Transfers wurde
durch die Messung von Serum-Transaminasen, mit histologischen Farbungen der Leber,
Messungen der hepatischen Genexpression sowie mit verschiedenen durchflusszytometri-
schen Analysen von Zellen aus Milz und Leber nachgegangen, um so die Daten aus Vor-
arbeiten von Alena Laschtowitz zu bestatigen bzw. zu ergdnzen. Zu den standardmafig an
Tag 7 nach Immunisierung durchgefiihrten Analysen sollte auch zu einem friiheren Zeit-
punkt der inflammatorische Verlauf beurteilt werden; gewahlt wurde hierzu Tag 4 nach Im-
munisierung, entsprechend dem Tag 3 nach Zelltransfer.

In der Tat wurden die in Vorarbeiten tendenziell moderat erhéhten Werte der Serum-
Transaminasen (ALT: CRP-MBP x tg4: 129,0 U/L vs. B6.SJL/BoydJ x B10.PL: 109,3 U/L, n=
6 vs. 6, p= 0,6884; keine Abbildung) sowie histologisch die verstarkten Infiltrate in den Le-
bern von CRP-MBP x B10.PL Tieren an Tag 7 wiederholt gesehen. Bezuglich der leberin-
filtrierenden Lymphozyten konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen be-
obachtet werden (CRP-MBP x B10.PL: 11,9x10%g vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 11,4x10%(g;
n= 6, p= 0,6991) (Abb. 13A). Diesen Schluss untermauerte die Analyse an Tag 4, bei an-
nahernd gleichen Werten zwischen den Gruppen mit insgesamt marginal geringerer Le-
berlymphozytenanzahl (CRP-MBP x B10.PL: 11,7x10%g vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL:
10,2x10%g; n= 5, p= 0,6004; keine Abbildung). Hierzu wiirden die histologisch an Tag 4
gesehenen, lediglich gering ausgepragten, portalfeldnahen Infiltrate in den Lebern ohne
Nekrosen passen, bei denen kein Unterschied zur Kontrollgruppe bestand. Andererseits
wurden bei der frihen Analyse erhdhte Serum-Transaminasen gemessen (CRP-MBP x
B10.PL: 151,2 U/L vs. B6.SJL/Boyd x B10.PL: 201,2 U/L; n= 5, p= 0,1732), die auf ein
entzindliches Geschehen hindeuten. Es bestand kein Unterschied zur Kontrollgruppe. Da
allerdings die Werte innerhalb der Gruppen bei der Analyse an Tag 4 stark schwankten und
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somit insgesamt z.T. widerspruchliche Ergebnisse nahelegten, sollte dieser Versuch wie-
derholt werden, um eine valide Aussage treffen zu kénnen.
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Abb. 13: (A) Anzahl der Leberlymphozyten pro Gramm Lebergewebe von CRP-MBP x
B10.PL Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe B6.SJL/BoyJ x B10.PL sowie Anteil der
CDA45.2+ Zellen der tg4 Spendertiere an allen isolierten Lymphozyten in Milz (B) und Le-
ber (C) der Empfanger. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung und Tag 6 nach Zell-
transfer.

In der durchflusszytometrischen Analyse an Tag 7 zeigte sich, dass die CD45.2+ Lympho-
zyten in der Leber die Mehrheit der isolierten NPCs ausmachten (CRP-MBP x B10.PL:
69,65% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 70,92%; n= 6, p= 0,8182; Abb. 13C), die Milz dagegen
weniger stark infiltrieren (CRP-MBP x B10.PL: 49,12% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 42,10%;
n= 6, p= 0,3095; Abb. 13B), wo sie nahezu die Halfte der isolierten Lymphozyten darstellten,
was sich mit Beobachtungen von Alena Laschtowitz deckt (Laschtowitz 2018).

Es wurde auRerdem untersucht, ob sich die Vermutung, dass sich unter den Lymphozyten
in der Leber verstarkt die transferierten CD4+ T-Zellen in den transgenen CRP-MBP x
B10.PL Mausen befinden, bestatigen lieR. Tatsachlich konnte in der Leber eine signifikant
gesteigerte Frequenz von CD45.1-CD45.2+CD4+ T-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachtet werden (CRP-MBP x B10.PL: 18,22% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 15,77%; n=
6, p= 0,045; Abb. 14B). In der ebenfalls untersuchten Milz zeigte sich zwar eine entspre-
chende Tendenz, jedoch ohne signifikanten Unterschied (CRP-MBP x B10.PL: 17,4% vs.
B6.SJL/Boyd x B10.PL: 15,55%; n= 6, p= 0,0777; Abb. 14A). Interessanterweise lagen die
Anteile der transferierten CD4+ T-Zellen an den untersuchten CD45+ Lymphozyten dabei
in beiden Organen auf demselben Niveau. Insgesamt kann somit argumentiert werden,
dass die beobachtete Lymphozyteninfiltration bei CRP-MBP x B10.PL Mausen verstarkt
CD4+ T-Zell-getrieben ist, im Gegensatz zur nicht-transgenen Vergleichsgruppe. Die An-
wesenheit des MBP-Antigens in der Leber dieser Tiere, welche die Rekrutierung der anti-
genspezifischen Zellen in die Leber begunstigt, liefert eine plausible Erklarung fur diese
Beobachtung.
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Abb. 14: Anteil der transferierten CD45.1-CD45.2+CD4+ T-Zellen an CD45+ Lymphozyten
in der Milz (A) und Leber (B) von CRP-MBP x B10.PL Mausen an Tag 7 nach MBP-Immu-
nisierung und Tag 6 nach Zelltransfer. Als Kontrolle dienten B6.SJL/BoyJ x B10.PL
Mause.

Die Identifizierung von Tr1 Zellen erfolgte tUber die Koexpression der Oberflachenmolekdle
CD49b und Lag-3 bei gleichzeitiger Foxp3-Negativitat der transferierten MBP-spezifischen
CD4+ T-Zellen (Abb. 15).
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Abb. 15: Exemplarischer Dot Plot des CD49b+Lag-3+ Tr1-Phédnotyps (hier: 44,2% Tr1 von
CD4+Foxp3- Zellen der tg4 Spendertiere) in der Leber von CRP-MBP x B10.PL Mausen.
Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung und Tag 6 nach Zelltransfer.

In mehreren Versuchen konnte das erhéhte Vorkommen von CD4+Foxp3-CD49b+Lag-3+
Zellen, des Tr1-Phanotyps, in der Leber von CRP-MBP x B10.PL Mausen, wie von Alena
Laschtowitz zuvor gezeigt (Laschtowitz 2018), beobachtet werden. Die Anteile von bis zu
30% Tr1 der CD4+Foxp3- Zellen in der Leber mit stets signifikantem Unterschied zur nicht-
MBP-transgenen Kontrollgruppe sowie ein hoherer Tr1-Anteil in der Milz, auch wenn dieser
nicht immer statistisch signifikant ausfiel, konnten bestatigt werden (Abb. 16). Dies traf auch
im Vergleich zur Kontrollgruppe der K5-MBP x B10.PL Mause zu, die das MBP-Peptid zwar
ektopisch in der Haut exprimieren, nicht jedoch in der Leber, und sich daher hinsichtlich
des nicht beobachteten Tr1-Phanotyps den nicht-MBP-transgenen B6.SJL/BoyJ x B10.PL
Mé&usen gleichwertig zeigten (CRP-MBP x B10.PL Milz: 11,82% vs. K5-MBP x B10.PL Milz:
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10,55%, n= 5 vs. 4, p= 0,4127;, CRP-MBP x B10.PL Leber: 30,22% vs. K5-MBP x B10.PL
Leber: 11,75%, n=5vs. 4, p=0,0079; Abb. 16). Die Induktion dieses Tr1 Phanotyps scheint
somit obligatorisch von der Expression des MBP in der Leber — und nicht generell in
peripheren Organen — abzuhangen.
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Abb. 16: Anteil von Tr1-phanotypischen Zellen an der CD4+Foxp3- Population der Spen-
dertiere (tg4) in Leber und Milz von CRP-MBP x B10.PL Mausen im Vergleich zur Kon-
trollgruppe (K5-MBP x B10.PL), Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung und Tag 6
nach Zelltransfer.

Interessanterweise zeigte sich bei der frihen Analyse an Tag 4 nach Immunisierung und
Tag 3 nach Zelltransfer im Auftreten von CD49b+Lag-3+ Zellen (Abb. 17) noch kein Unter-
schied zwischen den Gruppen (CRP-MBP x B10.PL Milz: 4,64% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL
Milz: 3,88%; n=5, p= 0,2948; CRP-MBP x B10.PL Leber: 9,72% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL
Leber: 8,78%; n= 5, p= 0,6905). Auffallig ist hier das niedrige Niveau der Tr1-Anteile von
ca. 4% in der Milz und annahernd 10% in der Leber im Vergleich zu den Werten von ca.
12% (Milz) bzw. 30% (Leber) in CRP-MBP x B10.PL Mausen bei Analysen an Tag 7. Wahr-
scheinlich erfolgt die Wandlung des Phanotyps bzw. die veranderte Expression der Ober-
flachenmarker in CRP-MBP x B10.PL Mausen sukzessive nach Transfer der tg4 Zellen,
sodass davon auszugehen ist, dass Tag 4 nach Immunisierung zur Analyse von Tr1-pha-
notypischen Zellen zu frih gewahlt ist. Daraus kann wohl der Schluss gezogen werden,
dass sich der Anteil an CD49b+Lag-3+ Zellen kontinuierlich steigert, bis nach einer Woche
der hochste Anteil erreicht wird; 15 Tage nach Immunisierung sind dagegen keine Zellen
der Spendertiere mehr auffindbar (Daten aus Vorversuchen, unveréffentlicht).
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Abb. 17: Anteil von Tr1-phdnotypischen Zellen an der CD4+Foxp3- Population der Spen-
dertiere (tg4) in Milz und Leber von CRP-MBP x B10.PL Mausen im Vergleich zur Kon-
trollgruppe (B6.SJL/BoyJ x B10.PL). Analyse an Tag 4 nach MBP-Immunisierung und Tag
3 nach Zelltransfer.

3.2.2 Genexpressionsanalysen im Zusammenhang mit dem Tr1-Phanotyp

Zusatzlich zu den oben genannten Analysen wurde die hepatische Genexpression mittels
rt-gPCR untersucht. Dabei wurde der Fokus auf Gene gelegt, die in der Literatur im Zusam-
menhang mit IL-10- bzw. Tr1-Induktion beschrieben wurden, sodass eine moglicherweise
verstarkte Induktion dieser Gene plausibel erschiene. Es handelte sich um IL-6 als proin-
flammatorisches und IL-10 als antiinflammatorisches Interleukin sowie das die Aktivitat von
T-Lymphozyten regulierende IL-27 mit seinen zwei Untereinheiten eBi3 und p28, die Uber
den Transkriptionsfaktor c-Maf Einfluss auf die IL-10-/Tr-1-Induktion nehmen (Pot et al.
2009; Pflanz et al. 2002). Des Weiteren wurde die Expression des Transkriptionsfaktors
Ahr untersucht, der je nach Ligand inflammatorisch oder suppressiv wirken kann, und auch
bei der Induktion von Tregs und Tr1 Zellen (zusammen mit c-Maf) beteiligt ist (Apetoh et al.
2010). Dem Gen Prdm1 mit dem zugehdrigen Protein Blimp-1 wird ebenfalls eine wichtige
Rolle bei der Programmierung der IL-10-Antwort von Tr1 Zellen zugesprochen, die in enger
Wechselwirkung mit IL-27 und TGF-( stehe. Letzteres allerdings hemme die Induktion von
Prdm1 (C. Neumann et al. 2014). Auch die Expression der koinhibitorischen Oberflachen-
proteine PD-1 (Gen: Pdcd1) und CTLA-4, die fir die Herunterregelung der Immunantwort
sorgen (Murakami & Riella 2014), wurde untersucht; hierauf wird jedoch an anderer Stelle
detailliert eingegangen (s. 3.4, S. 56).

Hinsichtlich IL-27 mit seinen beiden Untereinheiten eBi3 und p28 konnte in wiederholten rt-
gPCRs eine tendenziell leicht erhdhte, aber nicht signifikant verstarkte hepatische Expres-
sion in CRP-MBP x B10.PL Mausen gegentber der Vergleichsgruppe detektiert werden
(CRP-MBP x B10.PL: eBi3: 1,374, n= 10, p= 0,0545; p28: 1,702, n= 10, p= 0,1457), selbi-
ges lasst sich fur c-Maf (CRP-MBP x B10.PL: 1,398, n= 10, p= 0,4598) und fir das Gen
des antiinflammatorischen IL-10 (CRP-MBP x B10.PL: 1,743, n= 10, p= 0,1011) feststellen
(Abb. 18); die Expressionswerte sind hierbei relativ zur normalisierten Kontrolle angegeben
(s. 2.12.14). Dass bei IL-10 keine groRere Expression gemessen werden konnte, Uber-
raschte im Hinblick auf die zuvor in den Lebern der transgenen Tiere beobachtete hohe
Frequenz von Tr1-phanotypischen Zellen, deren Leitzytokin IL-10 ist (Roncarolo et al.
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2001). Andererseits ist zu berlicksichtigen, dass in den hier durchgefiihrten Versuchen Ge-
samtlebergewebe analysiert wurde. Hierbei kann es durch die Gene des Parenchyms zu
Uberlagerungen der Effekte kommen, weshalb méglicherweise nicht mehr als eine Ten-
denz in den Ergebnissen erwartet werden kann.

2.5
C —
S 2.04
7
o 292 29
a 1.54 ?w* %5
= I b 7
w 45555550
S 1.0 5553570
= Z M
© SRR
2 0.5- KLY
x = b 74
%55
550
0.0' T T

C57BL/6x CRP-MBPx C57BL/6x CRP-MBPx C57BL/6x CRP-MBP x C57BL/6x CRP-MBPx
B10.PL  B10.PL B10.PL  B10.PL B10.PL B10.PL B10.PL  B10.PL

IL-27 (eBi3) IL-27 (p28) c-Maf IL-10

Abb. 18: Relative Expression der Gene IL-27 (eBi3- und p28-Untereinheiten), c-Maf und
IL-10 in Gesamtlebergewebe aus CRP-MBP x B10.PL Tieren; Hprt1 als housekeeping
Gen; normalisiert auf Kontrolle C57BL/6 x B10.PL. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immuni-
sierung und Tag 6 nach Transfer von tg4 Zellen.

Die Untersuchung des Gens fur den Transkriptionsfaktor Ahr zeigte keinerlei Induktion, im
Gegenteil glichen sich hier beide Gruppen sehr (CRP-MBP x B10.PL: 1,035, n= 10, p= 1;
keine Abbildung).

Die signifikant verstarkte Genexpression des eher proinflammatorischen IL-6 (CRP-MBP x
B10.PL: 3,589, n= 10, p= 0,0266; Abb. 19) bekraftigte die bisher beschriebenen Ergeb-
nisse, dass in den Lebern der transgenen Mause ein entzundlicher Prozess moderaten
Ausmalles ablauft, welcher bereits histologisch sowie mittels der Serum-Transaminasen-
Messung charakterisiert wurde (s. 3.1). Des Weiteren steht die gefundene, deutlich signifi-
kant erhéhte Expression von TGF-B (CRP-MBP x B10.PL: 3,192, n= 10, p= 0,0031; Abb.
19) in Einklang mit den in CRP-MBP x B10.PL beobachteten gesteigerten Frequenzen von
Foxp3+ Tregs, deren hepatische Generierung in der Peripherie TGF-B-abhangig ist (Lith
et al. 2008).

Ubereinstimmend mit den durchflusszytometrischen Analysen bzgl. des Tr1-Phanotyps, fiir
dessen Induktion Blimp-1 (entsprechend dem Gen Prdm1) eine wichtige Rolle zuerkannt
wird (Neumann et al. 2014), zeigte sich in unseren rt-gPCR-Messungen eine signifikant
verstarkte Expression dieses Gens (CRP-MBP x B10.PL: 4,75, n= 10, p= 0,0062) in den
transgenen Mausen (Abb. 19). Dies konnte in mehreren Messungen validiert werden.
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Abb. 19: Relative Expression der Gene IL-6, Prdm1 (=Blimp-1), TGF- und Gzmb
(=Granzym B) in Gesamtlebergewebe aus CRP-MBP x B10.PL Tieren; Hprt1 als housekee-
ping Gen; normalisiert auf Kontrolle C57BL/6 x B10.PL. Analyse an Tag 7 nach MBP-
Immunisierung und Tag 6 nach Transfer von tg4 Zellen.

Auch die Genexpression von Granzym B (Gzmb), welches lber die Tétung von myeloiden
APCs einen Tr1-vermittelten suppressiven Effekt hat (Yao et al. 2015), wurde mittels rt-
gPCR Uberpruft. Hier wurde eine verstarkte Expression von Granzym B in den Versuchs-
tieren gemessen (CRP-MBP x B10.PL: 5,701, n= 10, p= 0,0002), die ebenfalls hoch signi-
fikant im Vergleich zur Kontrollgruppe ausfiel (Abb. 19).

Gleichwohl fiel insgesamt eine Tendenz zur leicht verstarkten Genexpression bei den trans-
genen Tieren auf (Abb. 18, 19). Dieser Effekt konnte teilweise der Tatsache geschuldet
sein, dass aufgrund der ektopischen MBP-Expression viele Zellen des Immunsystems nach
MBP-Immunisierung in die Leber migrieren und die gesamte RNA dieser absolut betrachtet
erhdhten Zellanzahl in die gPCR-Analyse eingeht. Es erscheint ebenfalls denkbar, dass die
Unterschiede zwischen den Gruppen bei Betrachtung isolierter Leberlymphozyten noch
deutlicher ausfielen. Entsprechende Untersuchungen sollten daher folgen.

Zusammengenommen deuten die Genexpressionsanalysen also auf verschiedene antiin-
flammatorische Effekte hin, die Zytokin-bedingt Gber Blimp-1-induzierte Tr1-phanotypische
Zellen vermittelt sein kdnnten.

3.23 Korrelation von Zytokinproduktion und Tr1-Phanotyp in IL10gfp Re-
porter-Mausen

Unter Berlcksichtigung der bisherigen Ergebnisse lassen sich also Hinweise auf das Vor-
kommen bzw. die Relevanz von Tr1 Zellen in dem betrachteten Modell der AIH finden.
Zuvorderst ist die durchflusszytometrische Analyse mit auffallend hohem Anteil von
CD4+Foxp3-CD49b+Lag-3+ Zellen in den Lebern der transgenen Mause zu nennen (s.
3.2.1), aulRerdem die Genexpressionsprofile mit hochreguliertem Blimp-1, TGF-f und
Granzym B (s. 3.2.2). Winschenswert ware eine direkte Anfarbung des Leitzytokins IL-10,
um eine durchflusszytometrische Analyse im Hinblick auf das Zytokinprofil bzw. zur Sortie-
rung der Tr1-phanotypischen Zellen zu ermdglichen. Diese IL-10-Farbung gelingt indes
nicht in ausreichender Qualitat, weshalb die Generierung einer IL-10-Reportermaus eine
Detektion von IL-10 erleichtern sollte (Kamanaka et al. 2006; Bouabe 2012). Im nachsten
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Schritt kdnnte diese Maus fiir einen Suppressionsassay verwendet werden, bei dem die
transferierten Tr1-phanotypischen bzw. IL-10-produzierenden Zellen auf ihr inhibitorisches
Potential hin untersucht wurden. Hierflr erfolgte eine Kreuzung von tg4 Tieren mit
IL10gfpFoxp3rfp-,tiger‘-Reportermausen, bei denen durch einen x-chromosomalen Knock-
in IL-10-produzierende Zellen griin und Foxp3-positive Zellen rot fluoreszieren. Auf diese
Art konnte eine FACS-Sortierung der IL-10-produzierenden Zellen aus den entstandenen
tiger x tg4 Mausen anhand des gfp-Signals unter Ausschluss von foxp3rfp-positiven Zellen
erfolgen.

Um auszuschlie®en, dass transferierte Zellen aufgrund ihrer Fluorochrome in den Empfan-
gern vernichtet wirden, wurden als Empfanger CRP-MBP x tiger x B10.PL Mause verwen-
det, welche dieselben Fluorochrome aufweisen und daher gfp-tolerant sind.

In einem adoptiven Transferversuch wurden je 5x10° tiger x tg4 CD4+ T-Zellen in vortags
mit MBP immunisierte CRP-MBP x tiger x B10.PL Mause transferiert. An Tag 7 nach MBP-
Immunisierung konnten in der durchflusszytometrischen Analyse die transferierten Zellen
anhand des CD45.1/CD45.2 Markers identifiziert und auch die Induktion des CD49b+Lag-
3+ Tr1-Phanotyps beobachtet werden (CRP-MBP x tiger x B10.PL: 26,0% der CD45.1-
CD4+Foxp3- Zellen; Abb. 20, 21A). Die Betrachtung des IL-10gfp Signals jedoch zeigte
unerwartet nur eine sehr geringe Anzahl von IL-10-produzierenden Zellen mit lediglich 4,6%
der NPCs (Abb. 20, 21B) und 0,8% der Milzzellen der Spendertiere (Abb. 20). Bei Eingren-
zung der analysierten Zellen auf CD45.1-CD4+ T-Zellen lag der Anteil zwar héher, aller-
dings mit 3,35% in der Milz bzw. 8,55% in der Leber weiterhin auf niedrigem Niveau.

CD45.1-
|
| |
IL10gfp+
CD4+ Milz: 0,8%
Leber: 4,6%
|
[ |
CD49b+Lag-3+ IL10gfp+ CD49b+Lag-3+
Milz: 8,05% Milz: 3,35% Milz: 9,15%
Leber: 22,15% Leber: 8,55% Leber: 36,3%

IL10gfp+
Milz: 11,75%
Leber: 17,15%

Abb. 20: Darstellung der unterschiedlichen FACS Gating-Strategien und der betrachteten
Zellpopulationen beim adoptiven Transfer-Versuch mit tiger x tg4 Spendern und CRP-
MBP x tiger x B10.PL Empféangern. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung und Tag
6 nach Zelltransfer.
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Diese Diskrepanz, die noch deutlicher wird, wenn die IL10gfp-positiven Zellen hinsichtlich
des Tr1-Phanotyps CD49b+Lag-3+ (Milz: 9,15%, Leber: 36,3%) untersucht wurden
(Abb. 20), erschien verwunderlich, sollten doch nahezu alle Tr1 Zellen ihr Leitzytokin IL-10
produzieren. Aber auch die umgekehrte Analyse, bei der die IL10gfp-Positivitat der Tr1-
phanotypischen Zellen betrachtet wurde (Milz: 11,75%, Leber: 17,15%), bestatigte die In-
koharenz zwischen Tr1- und IL-10-Signal (Abb. 21), welche eigentlich deckungsgleich zu
erwarten waren, sofern tatsachlich alle Tr1 Zellen auch IL-10 produzieren.

Daher drangte sich die Hypothese auf, dass in unserem Modell des adoptiven Transfers im
Rahmen des EAE-Mausmodell dem immunsuppressiven Effekt von Tr1-Zellen Uber das
antiinflammatorische IL-10 keine gréRere Bedeutung zukommt, was in einem weiteren An-
satz Uber die Ausschaltung des IL-10-Signalweges Uberpruft werden sollte.

A B

Lag-3
IL-10 gfp

CD49b Foxp3 rfp

Abb. 21: (A) Population der CD4+Foxp3-CD49b+Lag-3+ Spenderzellen aus tiger x tg4
Mausen und Population der IL-10gfp+ Zellen (B) in CRP-MBP x tiger x B10.PL Mausen.
Analyse von NPCs aus der Leber an Tag 7 nach MBP-Immunisierung und Tag 6 nach
Zelltransfer.

3.3 Inhibierung suppressiver Signalwege zur Durchbrechung der hepa-
tisch induzierten Toleranz

3.31 Inhibierung des IL-10-Signalweges in vivo

Die Ausschaltung des IL-10-Signalweges wurde in zwei verschiedenen Strategien verfolgt.
Zum einen durch die Anwendung eines gegen den IL-10-Rezeptor gerichteten Antikorpers
(IL10-R-AK, Hybridom aus der Arbeitsgruppe Samuel Huber), welcher erstmalig 24 bis 48
Stunden vor der MBP-Immunisierung, danach einmal wéchentlich intraperitoneal appliziert
wurde (150mg je Anwendung und Maus). Zum anderen durch Verwendung von Mausen
der Linie CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4, deren T-Zellen aufgrund der Uberexpression
der IL-10-Rezeptor-a-Kette insensitiv gegenuber dem Interleukin sind. Es kann dabei von
einer guten Ausschaltung des IL-10-Signalweges ausgegangen werden (Kamanaka et al.
2011). Des Weiteren weisen Mause dieser Linie auch MBP-spezifische T-Zellen auf, na-
hezu alle CD4+ T-Zellen zeigen die Expression der V38.2-Kette, auch noch am Ende des
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Immunisierungszeitraumes (Abb. 3B, 22B), sodass eine MBP-spezifische Immunreaktion
erfolgen kann.

Nach der MBP-Immunisierung sollte, um die Vermutung der IL-10-Abkdmmlichkeit fur die
hepatische Toleranz zu verifizieren, in beiden Herangehensweisen die Toleranz der Mause
erhalten bleiben. Tatsachlich konnte genau dies in den Versuchen gesehen werden: es
kam in keinem Fall zum Auftreten einer EAE (Abb. 22A); einige der Immunisierungen wur-
den hierbei noch von Alena Laschtowitz durchgefiihrt. Weder histologisch mit lediglich mar-
ginalen Zellinfiltraten noch bei der Transaminasen-Messung (keine Abbildung) wurden An-
zeichen einer Leberentzindung bei den mit Antikbrper behandelten Tieren gesehen. Die
Blockade des IL-10-Signalweges fuhrte dementsprechend nicht zu einer EAE oder Leber-
schadigung, was als Bestatigung der Hypothese gewertet wurde.
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Abb. 22: EAE-Verlauf nach MBP-Immunisierung (A) und Expression der VB8.2-Kette auf
CD4+ T-Zellen aus der Milz (B) von CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4 Mausen an Tag 26
nach Immunisierung mit MBP. Als Kontrolle dienten C57BL/6 x tg4 Mause.

3.3.2 Kombinierte Inhibition der IL-10- und TGF-B-Signalwege

Es erscheint denkbar, dass sich die beiden suppressiven Signalwege Uber IL-10 und TGF-8
gegenseitig kompensieren kénnten; bei Inhibierung des einen Signalweges kdnnte Uber
den anderen redundanten Mechanismus ein gréRRerer antiinflammatorischer Effekt erfolgen,
der den Ausfall des einen Signalweges kompensiert und somit das Auftreten einer EAE
oder Leberschadigung in unserem Modell verhindert. Daher sollten die IL-10- und TGF-B-
Signalwege beide zugleich blockiert werden.

TGF-B ist ein notwendiger Faktor fir die Generierung von peripheren CD4+CD25+ Tregs
(Wan & Flavell 2006): eine Depletion von Tregs mittels eines gegen CD25 gerichteten An-
tikdrpers (PC61.5.3) simuliert dadurch die Ausschaltung des TGF-B-Signalweges.

Die kombinierte Ausschaltung der Toleranzmechanismen wurde herbeigefihrt, indem ei-
nerseits CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4 Mause mit dem Treg-depletierenden PC61.5.3-
AK (500pg/Maus i.p., zweimal wdchentlich) behandelt wurden. Zusatzlich zu der genetisch
bedingten IL-10-Insensitivitdt der CD4+ T-Zellen wurden hier TGF-B-abhangig generierte
Tregs depletiert und so die Inhibierung des TGF-3-Signalweges simuliert (Abb. 23).
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IL-10-insensitive
Zelle

Anti-CD25-AK

Abb. 23: Schema zur Veranschaulichung der durchgefiihrten kombinierten Inhibierungen
der Signalwege von IL-10 und TGF-B. CRP-MBP x hCD2-AkTRR Il x tg4 Mausen wurde der
IL10R-AK i.p. injiziert; CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4 Mausen wurde der anti-CD25-AK
i.p. injiziert. Beide Mauslinien waren zuvor mit MBP immunisiert worden.

Tatsachlich wiesen die PC61.5-AK-behandelten Mause bei Versuchsende nahezu keine
Foxp3+CD25high-Tregs mehr in der Milz auf (Abb. 24), mit signifikantem Unterschied zu
den mit Isotyp behandelten Wurfgeschwistern (CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4+PC61.5.3:
0,46% vs. CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4: 14,86%, n=5 vs. 5, p= 0,0119).

Milz - Treg Depletion
20+

*

154

104

% Foxp3+CD25hi/ CD4+

0 —

CRP-MBP x CRP-MBP x
dnIlL10R x tg4  dnIL10R x tg4
+PC61.5.3 (Kontrolle)

Abb. 24: Population von Foxp3+CD25high Tregs aus der Milz von CRP-MBP x cd4-DN-
IL10R x tg4 Mausen mit zweimal woéchentlicher Gabe von 500ug PC61.5.3-AK i.p. (Kon-
trolle ohne AK-Behandlung). Analyse an Tag 26 nach MBP-Immunisierung.

Andererseits wurde CRP-MBP x hCD2-AkTRR Il x tg4 Mausen der IL10R-AK (150mg/Maus
i.p., einmal wochentlich) verabreicht, was fur die Ausschaltung des IL-10-Signalweges in
M&usen mit genetisch bedingt TGF-B-insensitiven T-Zellen sorgte (s. Abb. 23).

Einen Tag vor der MBP-Immunisierung an Tag 0 wurden die Antikorper erstmalig intraperi-
toneal verabreicht (Tag -1), danach ein- (anti-IL10R) bzw. zweimal (anti-CD25) wdchentlich
bis zum Ende des Versuches an Tag 25. Aus beiden transgenen Mauslinien wurden zu-
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satzliche Tiere als unbehandelte Kontrollen verwendet; diese blieben nach der MBP-Immu-
nisierung gesund. Auferdem dienten immunisierte C57BL/6 x tg4 Mause als ,krank“-Kon-
trollen, die eine EAE entwickelten (Abb. 25A+B).

Es zeigte sich, dass sowohl die mit anti-CD25-AK behandelten CRP-MBP x cd4-DN-IL10R
x tg4 Mause (Abb. 25A) als auch die CRP-MBP x hCD2-AkTRR Il x tg4 Mause mit IL10R-
AK-Anwendung (Abb. 25B) nach MBP-Immunisierung keinerlei EAE-Symptome aufwiesen.
Dass trotz der Blockierung beider suppressiven Signalwege die Toleranz erhalten blieb,
deutet darauf hin, dass in der Leber neben IL-10 und TGF- weitere redundante, noch nicht
identifizierte Mechanismen existieren, die fur die Aufrechterhaltung der Toleranz verant-
wortlich sind.

41 s~ CRP-MBP x dniL10R x tg4 41 -e CRP-MBP xhCD2-AxTPR llx tgd
-# CRP-MBP x dnIL10R x tg4 + PC61.5.3 -8 CRP-MBP x hCD2-AxTBR lIx tg4 + alL10R-AK
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Abb. 25: EAE-Verlauf nach MBP-Immunisierung von (A) CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4
Méausen mit bzw. ohne PC61.5.3-AK-Behandlung. (B) zeigt den EAE-Verlauf von CRP-
MBP x hCD2-AkTRR Il x tg4 Mausen mit bzw. ohne anti-IL10R-AK-Behandlung. Als Kon-
trolle dienten C57BL/6 x tg4 Mause.

3.4 Charakterisierung der inhibitorischen Oberflachenmolekiile PD-1
und CTLA-4

3.41 Analysen der Genexpression

Aufgrund der antiinflammatorische Wirkung von CTLA-4 und PD-1 im Zusammenhang mit
Autoimmunitat, deren genaue Mechanismen noch diskutiert werden (Fife & Bluestone
2008; Romo-Tena et al. 2013; L. Chen & Flies 2013), sollte die Expression dieser beiden
Molekile im vorliegenden Mausmodell mittels rt-qPCR Uberpruft werden.

Tatsachlich zeigten sich die auffalligsten Hochregulierungen unter allen untersuchten Kan-
didaten (s. auch 3.2.2) bei den Genen fir die koinhibitorischen Oberflachenmolekiile CTLA-
4 und PD-1 (Gen: Pdcd1; Abb. 26A+B). Fiel die hoch signifikante, ungefahr sechsfach ver-
starkte Expression des Rezeptors PD-1 (CRP-MBP x B10.PL: 6,007, n= 10, p= 0,0002;
Abb. 26B) bereits auf, so manifestierte sie sich bei CTLA-4 (Abb. 26A) mit einer noch we-
sentlich héheren, ca. 16-fach verstarkten Expression (CRP-MBP x B10.PL: 16,10, n= 10, p
<0,0001). Diese Ergebnisse lassen die Vermutung aufkommen, dass fir die hepatisch in-
duzierte Toleranz in den transgenen Mausen die inhibitorischen Effekte Gber CTLA-4- und
PD-1-Engagement mit verantwortlich sein kdnnten. Daher erscheint eine weiter gehende

56



Analyse, beispielsweise ihrer mdglichen Expression auf Leberzellen oder Uber blockierende
Antikorper bzgl. des PD-1-Liganden PD-L1, sinnvoll.
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CTLA-4 PDCD1

Abb. 26: Relative Expression der Gene CTLA-4 (A) bzw. PDCD1 (B) in Gesamtleberge-
webe aus CRP-MBP x B10.PL Tieren; Hprt1 als housekeeping Gen; normalisiert auf Kon-
trolle C57BL/6 x B10.PL. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung und Tag 6 nach
Transfer von tg4 Zellen.

3.4.2 Durchflusszytometrische Untersuchungen

Aufgrund der aufféllig stark hochregulierten Genexpression von CTLA-4 und PD-1 in den
rt-qPCR-Daten sollte die Expression dieser beiden Molekile auf der Zelloberflache durch-
flusszytometrisch im Modell des adoptiven Transfers Gberprift werden.

Dabei zeigte sich deutlich, dass die transferierten tg4 Zellen in transgenen CRP-MBP x
B10.PL Empfangern signifikant verstarkt einen PD-1-positiven Phanotyp annehmen, so-
wohl in der Milz (Abb. 27A) als auch in der Leber (Abb. 27B; CRP-MBP x B10.PL Milz:
95,44% vs. B6.SJL/Boyd x B10.PL Milz: 89,13%; n=5vs. 6, p=0,0173; CRP-MBP x B10.PL
Leber: 95,76% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL Leber: 83,87%; n= 5 vs. 6, p= 0,0043). Unter-
schiede zwischen den beiden Organen der transgenen Tiere wurden bezlglich des Anteils
der PD-1 exprimierenden Zellen nicht gesehen, hinsichtlich der Starke des Fluoreszenzsig-
nals (MFI) jedoch schon. In der Milz wurde ein in beiden Versuchsgruppen ahnlich intensi-
ves Signal der transferierten CD45.1-CD45.2+CD4+ Zellen gemessen, das tendenziell, je-
doch nicht signifikant, in den MBP-transgenen Tieren etwas hdéher ausfiel (CRP-MBP x
B10.PL Milz: 7438 vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL Milz: 6376; n= 5 vs. 6, p= 0,0519; Abb. 27C).
In der Leber lag die Intensitat in Zellen der CRP-MBP x B10.PL Linie demgegenuber signi-
fikant Uber den Zellen der nicht-transgenen Kontrollgruppe (CRP-MBP x B10.PL Leber:
9822 vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL Leber: 4414; n=5 vs. 6, p= 0,0043; Abb. 27D). Dies deutet
auf eine starke Expression des Molekiils auf der Oberflache der CD45.1-CD45.2+CD4+
Spenderzellen hin, passend zu den prozentualen Analysen der Zellpopulationen (Abb.
27B).
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Abb. 27: Anteil der CD4+PD-1+ Zellen an CD45.1-CD45.2+ Spender-tg4-Lymphozyten in
der Milz (A) und Leber (B) von CRP-MBP x B10.PL Mausen. (C) zeigt die Mittlere Fluores-
zenzintensitat (MFI) des PD-1-Signals auf den transferierten CD45.1-CD45.2+CD4+ Zellen
in der Milz, (D) dasselbe in der Leber. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung und
Tag 6 nach Zelltransfer, als Kontrolle dienten B6.SJL/BoyJ x B10.PL Mause.

Neben dem inhibitorischen PD-1 wurde die Expression des ebenfalls inhibitorischen Ober-
flachenmolekuls CTLA-4 untersucht. Wenngleich nicht in derselben Deutlichkeit wie bei
PD-1, so zeigte sich auch hier in der Tendenz eine verstarkte Expression auf den Zellen,
die MBP-transgenen Mausen transferiert wurden, im Vergleich zu Zellen der nicht-transge-
nen Kontrollgruppe. Dies traf auf Milz (Abb. 28A) und Leber (Abb. 28B) zu, aufgrund eines
Extremwertes fiel der Unterschied jedoch nicht signifikant aus (CRP-MBP x B10.PL Milz:
42,28% vs. B6.SJL/Boyd x B10.PL Milz: 31,15%; n=5vs. 6, p= 0,0673; CRP-MBP x B10.PL
Leber: 64,24% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL Leber: 54,17%; n=5 vs. 6, p= 0,1255). Wahrend
bezuglich PD-1 sowohl in der Milz als auch in der Leber eine starke Expression beobachtet
wurde, scheinen CD4+CTLA-4+ Lymphozyten vor allem in der Leber zu akkumulieren (Abb.
28A+B), was auf einen Leber-spezifischeren Vorgang zurickzufihren sein kénnte. Hin-
sichtlich der Starke der CTLA-4-Fluoreszenzsignale (MFI) auf den transferierten CD45.1-
CD45.2+CD4+ Zellen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
in der Milz (CRP-MBP x B10.PL Milz: 782,8 vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL Milz: 627,7; n=5 vs.
6, p= 0,1775) (Abb. 28C) oder in der Leber (CRP-MBP x B10.PL Leber: 1424 vs.
B6.SJL/BoyJ x B10.PL Leber: 971,8; n= 5 vs. 6, p= 0,2343; Abb. 28D), wobei in letzterer
zumindest das generelle MFI-Niveau hoher lag als in der Milz und so zu den zuvor beo-
bachteten Ergebnissen passte (Abb. 28A+B).
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Da bei Einschluss der endogenen Zellen (CD45+ gesamt) der Anteil an CD4+CTLA-4+ Zel-
len in der Leber von CRP-MBP x B10.PL Mausen ebenfalls signifikant héher lag als in der
Kontrollgruppe (CRP-MBP x B10.PL: 3,483% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 2,0%; n= 6 vs. 6,
p=0,0161), in den Milzen dagegen kein signifikanter Unterschied bei insgesamt niedrigeren
Anteilen der CD4+CTLA-4+ Zellen bestand (CRP-MBP x B10.PL: 2,34% vs. B6.SJL/BoyJ
x B10.PL: 1,983%; n= 5 vs. 6, p= 0,6458; keine Abbildung), deuten diese Daten zusam-
mengenommen auf eine gewisse Leberspezifitdt der CTLA-4-Expression hin. Aufgrund der
schwankenden Werte sollte jedoch eine Wiederholung dieser Versuche erfolgen.
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Abb. 28: Anteil der CTLA-4+-positiven CD4+ Zellen an CD45.1-CD45.2+ Spender-tg4-Zel-
len in der Milz (A) und Leber (B) von CRP-MBP x B10.PL Mausen. (C) zeigt die Mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) des CTLA-4-Signals auf den transferierten CD45.1-
CD45.2+CD4+ Zellen in der Milz, (D) dasselbe in der Leber. Analyse an Tag 7 nach MBP-
Immunisierung und Tag 6 nach Zelltransfer. Als Kontrolle dienten B6.SJL/BoyJ x B10.PL
Mause.

Die inhibitorischen Oberflachenmolekile PD-1 und CTLA-4 kénnen nicht nur singular, son-
dern auch parallel exprimiert werden, was daher ebenfalls untersucht wurde. In Uberein-
stimmung mit den vorherigen Analysen zeigte sich, dass in CRP-MBP x B10.PL Tieren ein
héherer Anteil der Spenderzellen doppelt-positiv ist. In der Milz (Abb. 29A) fiel dieser Un-
terschied signifikant aus (CRP-MBP x B10.PL: 42,34% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 23,25%;
n= 5 vs. 6, p= 0,0173), lag insgesamt aber auf einem geringeren Level als in der Leber
(Abb. 29B). Dort bezifferten die CD4+CTLA-4+PD-1+ Zellen in den MBP-transgenen Tieren
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mehr als die Halfte der transferierten Zellen (CRP-MBP x B10.PL: 58,9% vs. B6.SJL/BoyJ
x B10.PL: 43,83%; n= 5 vs. 6, p= 0,1255). Die relativen Anteile der doppelt-positiven Zellen
in den Organen liegen nur unwesentlich unter den Anteilen der CTLA-4-positiven CD4+ T-
Zellen. Interessanterweise ist also der Grolteil der CTLA-4-exprimierenden Zellen auch
PD-1-positiv, wahrend andersherum durchaus PD-1 einfach positive Zellen vorkommen.
Wahrend PD-1 von samtlichen aktivierten T-Zellen Gber einen Iangeren Zeitraum exprimiert
werden kann, scheint die Expression von CTLA-4 limitierter zu sein bzw. einer friiheren
zeitlichen Regulation zu unterliegen; die héchste Expression von CTLA-4 auf T-Zellen
wurde zwei bis drei Tage nach Stimulation beobachtet (Salama et al. 2003; Fife & Bluestone
2008; Walunas et al. 1994; Ansari et al. 2003). Die hier erfolgte Analyse wurde eine Woche
nach Zelltransfer durchgefiihrt, sodass die zeitliche Uberschreitung der maximalen CTLA-4-
Expression denkbar erscheint. Insgesamt sollte eine Bestatigung dieser Ergebnisse in wei-
teren Versuchen, auch zu anderen Zeitpunkten, erfolgen.
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Abb. 29: Anteil der CD4+CTLA-4+PD-1+ Zellen an CD45.1-CD45.2+ Spender-tg4-Lympho-
zyten in der Milz (A) und Leber (B) von CRP-MBP x B10.PL Mausen an Tag 7 nach MBP-
Immunisierung und Tag 6 nach Zelltransfer. Als Kontrolle dienten B6.SJL/BoyJ x B10.PL
Méuse.

3.4.3 Inhibition der Oberflachenmolekiile PD-1 und CTLA-4 in vivo

Da beide Molekile als potente Koinhibitoren beschrieben sind (Fife & Bluestone 2008;
Sharpe et al. 2007; Salama et al. 2003; Romo-Tena et al. 2013) und bei den bisherigen
Analysen sowohl durchflusszytometrisch (s. 3.4.2) als auch hinsichtlich der Genexpression
(s. 3.4.1) ein auffallig verstarktes Vorkommen in MBP-transgenen Tieren zeigten, sollten
CTLA-4 und PD-1 weiter untersucht werden. Auch waren in den durchflusszytometrischen
Analysen grof3e Anteile an doppelt-positiven CD4+PD-1+CTLA-4+ Zellen gesehen worden.
In einem weiteren Versuch sollte daher die in vivo Blockade dieser Marker getestet werden.
Es sollten die einzelne sowie die kombinierte Inhibition der Molekule untersucht werden.
Laut einer anderen Verdffentlichung (Paterson et al. 2015) ist CTLA-4 auf adulten T-Zellen
der Maus fur die Begrenzung der Zellexpansion sowohl von Teffs als auch von Tregs ent-
scheidend; eine Deletion des Molekuls auf den Zellen fihre daher zu Aktivierung und Ex-
pansion. Es erschien also denkbar, dass durch Antagonisierung von CTLA-4 durch den
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Antikérper nicht nur reaktive Teffs, sondern auch die protektiven Tregs expandieren wir-
den, was einen mdglichen Effekt der CTLA-4-Inhibition verschleiern kénnte. Aus diesem
Grund wurden die Antikérper in Kombination mit dem Treg-depletierenden PC61.5.3-AK
verabreicht.

Beginnend an Tag 1 nach MBP-Immunisierung wurde den CRP-MBP x tg4 Mausen zwei-
mal wochentlich 200pug CTLA-4-AK (Klon: UC10-4F10) bzw. 200ug PD-1-AK (Klon: RMP1-
14) in Kombination mit 500pg PC61.5.3-AK intraperitoneal appliziert. Des Weiteren wurden
einer dritten Gruppe alle drei Antikérper gemeinsam verabreicht (CTLA-4-AK, PD-1-AK und
anti-CD25-AK), um die maximal mdgliche Beeinflussung der Inhibitoren zu untersuchen.
Als Kontrolle dienten MBP-immunisierte nicht-transgene C57BL/6 x tg4 Tiere, die ohne An-
tikdrper-Behandlung blieben.

Es zeigte sich, dass keine der mit Antikdrpern behandelten Gruppen eine EAE entwickelte,
weder bei singularer Blockade von PD-1 oder CTLA-4, noch bei kombinierter Inhibition der
Koinhibitoren (keine Abbildung). Die hepatisch induzierte Toleranz scheint somit durch wei-
tere redundante, noch nicht identifizierte Schutzmechanismen vermittelt zu werden.
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4, Diskussion

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Rolle von T regulatorischen Zel-
len und weitere Treg-unabhangige Mechanismen bei der Vermittlung und Aufrechterhaltung
von hepatisch induzierter Toleranz zu untersuchen, die vor Autoimmunitat schutzen. Die
Grundlage fur diesen Ansatz liegt in der Beobachtung, dass Mause mit hepatisch expri-
miertem MBP-Autoantigen vor der Induktion einer EAE geschutzt sind, was auf die perip-
here TGF-B-abhangige Induktion von CD4+CD25+Foxp3+ iTregs in der Leber aus konven-
tionellen CD4+ T-Zellen zurtckgefuhrt werden kann. Diese iTregs sind spezifisch fur das
Autoantigen und vermitteln auch in anderen Tieren nach adoptivem Transfer ihren protek-
tiven Effekt (Luth et al. 2008). Fir die vorliegende Arbeit wurde mit Mdusen der Linie CRP-
MBP x tg4 gearbeitet, die zusatzlich zu der ektopischen MBP-Expression in Hepatozyten
noch Uber einen transgenen T-Zell-Rezeptor verfligen, der spezifisch fir das MBP ist. In
Vorarbeiten von Alena Laschtowitz konnte gezeigt werden, dass in diesen Tieren trotz des
Vorkommens potentiell pathogener autoantigenspezifischer CD4+ T-Zellen die hepatische
Immuntoleranz persistiert (Laschtowitz 2018). Welche Mechanismen hierflir verantwortlich
sind und ob diese durchbrochen werden konnen, sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

4.1 Charakterisierung des CRP-MBP x tg4 Mausmodells und Untersu-
chung der Rolle von CD4+CD25+ T regulatorischen Zellen fiir die
hepatische Toleranz

Eine notwendige Voraussetzung fir die Generierung einer Immunantwort gegen das Auto-
antigen MBP ist das Vorliegen von antigenspezifischen CD4+ T-Zellen. Da der tg4 T-Zell-
Rezeptor, welcher das MBP-Peptid Ac1-9 erkennt, die V8.2-Kette verwendet (G. Y. Liu et
al. 1995), kann diese V38.2-Kette naherungsweise als Marker fir MBP-spezifische T-Zellen
im tg4-Modell genutzt werden. Unsere Analysen in unbehandelten, nicht-immunisierten
Mausen zeigten, dass nahezu alle CD4+ T-Zellen die V8.2-Kette exprimieren und somit
MBP-spezifisch sind. Dies traf sowohl fur die Linie tg4 als auch fir CRP-MBP x tg4 zu und
lie® sich in verschiedenen Organen zeigen (Abb. 3). Eine denkbare Deletion dieser auto-
antigenspezifischen Zellen im Thymus im Zuge des Reifungsprozesses von T-Zellen
konnte somit ausgeschlossen werden. Das gleiche Bild zeigte sich in Mausen, deren T-
Zellen einen dominant-negativen IL-10-Rezeptor oder dominant-negativen TGF-p-Rezep-
tor aufweisen, welche fir spatere Analysen benétigt wurden. Auch diese Tiere wiesen au-
toantigenspezifische CD4+ T-Zellen auf, es kam also trotz der eingeschrankten Sensitivitat
gegenuber IL-10 und TGF-f nicht zu einer Bildungsstérung oder Herunterregelung des
TCR (Abb. 3). Da insbesondere TGF-p im Zusammenhang mit der T-Zell-Reifung im Thy-
mus beschrieben wurde, u.a. mit stark gesteigerter negativer Selektion von T-Zellen bei
eingeschranktem TGF-B-Signalweg (Ouyang et al. 2010), wéare es auch denkbar gewesen,
dass autoimmune Zellen vermehrt deletiert wirden. Die gewonnenen Daten lassen jedoch
den Schluss zu, dass dies in dem vorliegenden Modell nicht der Fall zu sein scheint.

Weiterhin sollte die Funktionalitat der MBP-spezifischen Zellen Uberprift werden, gemes-
sen anhand ihrer Zytokinproduktion in vitro. Sowohl bei unspezifischer als auch bei anti-
genspezifischer Restimulation zeigten die MBP-spezifischen Zellen eine Produktion von
IFN-y und IL-17 als proinflammatorische Zytokine, die hepatische MBP-Expression scheint
also grundsatzlich eine proinflammatorische Reaktion nicht zu verhindern (Abb. 4). Diese
Beobachtung ist interessant, da fir die Pathogenese der EAE insbesondere Th1-und Th17-
Zellen ausgemacht wurden, deren Leitzytokine IFN-y bzw. IL-17 sind (Constantinescu et al.
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2011). Das Niveau der IFN-y-Produktion war vergleichbar zwischen unspezifischer und an-
tigenspezifischer Stimulation; es fiel jedoch bei Zellen aus CRP-MBP x tg4 Mausen eine
signifikant etwas niedrigere IFN-y-Produktion auf im Vergleich zu Zellen aus tg4 Mausen
(Abb. 4). Dies kdnnte mdglicherweise auf eine niedrigere Responsivitat aufgrund der hepa-
tisch induzierten MBP-spezifischen Toleranz zuriickzufiihren sein. Andererseits imponierte
die signifikant héhere IL-17-Produktion von Zellen der CRP-MBP x tg4 gegenuber der tg4
Linie. Die Relevanz von Th17-Zellen fur die EAE-Pathogenese ist vielfach beschrieben wor-
den (Cua et al. 2003; Langrish et al. 2005), auferdem wird ihre Differenzierung durch IFN-
vy gehemmt (Harrington et al. 2005), sodass hier bei niedrigeren IFN-y-Spiegeln eine IL-17-
Produktion durch CD4+ T-Zellen in vitro plausibel erscheint. In weiteren Versuchen koénnte
daher eine genauere Untersuchung des Vorkommens und der Wirkung von Th17-Zellen in
CRP-MBP x tg4 Mausen erfolgen. Insgesamt scheint jedoch die hepatische Expression von
MBP keine mangelnde Stimulierbarkeit bzw. Funktionalitéat der Zellen in vitro zur Folge zu
haben. Daher sollte weiterhin die Funktionalitat in vivo Uberprift werden. Sollten die MBP-
spezifischen Zellen in der Lage sein, eine EAE in anderen, fir eine EAE suszeptiblen Mau-
sen auszuldsen, ware dies eine Bestatigung ihres pathogenen Potentials. Es erfolgte daflr
der adoptive Transfer (Abb. 2) von CD4+CD25- T-Zellen aus CRP-MBP x tg4 bzw. tg4
Mausen in nicht-MBP-transgene Empfanger; ein Transfer protektiver MBP-spezifischer
Tregs wurde dabei durch den Ausschluss CD25-positiver Zellen weitestgehend verhindert
(Abb. 5). Tatsachlich zeigten die Empfanger, die Zellen aus CRP-MBP x tg4 oder tg4 Tieren
erhalten hatten, einen signifikant fruiheren Symptombeginn und aggravierten Krankheits-
verlauf gegenlber der Kontrollgruppe (Abb. 6); die MBP-spezifischen Zellen zeigten sich
eindeutig in vivo funktional. Hinsichtlich der Beobachtung, dass die T-Zellen aus der tg4
Linie mit den héchsten EAE-Scores (Tab. 1) ein noch héheres pathogenes Potential als
Zellen aus CRP-MBP x tg4 Mausen zeigten, scheint ein gewisser tolerogener Effekt durch
die hepatische MBP-Expression denkbar, passend zu den Ergebnissen der Zytokinproduk-
tion bei CRP-MBP x tg4 Zellen in vitro. Dies sollte jedoch durch weitere Versuche Uberpruft
werden. Auch wenn die Zellen also in vitro und in vivo funktional und reaktiv sind, scheint
die MBP-Expression in der Leber doch eine Verschiebung der Immunitat in Richtung Im-
muntoleranz zu begunstigen, welche auch ex vivo nachzuweisen ist.

Wie in Vorarbeiten von Alena Laschtowitz ebenfalls gesehen, liel sich in unbehandelten
CRP-MBP x tg4 Mausen mit hepatischer MBP-Expression in vivo keine Neuroinflammation
oder Leberentzindung nachweisen. Auch der Versuch, die hepatisch induzierte Toleranz
durch eine Immunisierung mit MBP/CFA zu durchbrechen, fuhrte nicht zum Krankheitsaus-
bruch; die Immuntoleranz persistierte, obwohl die Tiere prinzipiell Uber MBP-spezifische,
funktionale, autoreaktive T-Zellen verfligen. Folglich stellte sich die Frage, welche Mecha-
nismen fur die Induktion und Aufrechterhaltung der Immuntoleranz verantwortlich sind. In
verschiedenen EAE-Studien sind der TGF-B-Signalweg und die Generierung von Foxp3+
T regulatorischen Zellen als wirksame protektive Faktoren beschrieben worden: im MOG-
EAE-Modell supprimierten CD4+CD25+ Tregs die Proliferation und Zytokinproduktion von
antigenspezifischen Th1-Zellen und schitzten im adoptiven Transfer vor einer EAE (Kohm
et al. 2002). Die ektopische Expression des MBP-Autoantigens in der Leber flihrt zur TGF-
B-abhangigen peripheren Generierung antigenspezifischer Foxp3+ Tregs, welche ebenfalls
einen wirksamen Schutz vor einer EAE vermittelten (LUth et al. 2008). Da auch im CRP-
MBP x tg4 Modell erhéhte Treg-Frequenzen zu finden sind, untersuchten wir im nachsten
Schritt, ob die Depletion von Tregs in unserem Modell zur Durchbrechung der Toleranz
fuhren wirde. Der in der Maus flur Tregs spezifische Marker Foxp3+ bietet sich aufgrund
des intrazellularen Vorkommens nicht als Zielmolekdl fur die Depletion an, sodass mit dem

63



gegen die a-Kette des IL-2-Rezeptors gerichteten anti-CD25-Antikdrper gearbeitet wurde.
Die Anwendung des anti-CD25-Antikérpers bewirkte eine erfolgreiche Depletion von
CD4+CD25+Foxp3+ Tregs (Abb. 7, 9A). Trotzdem kam es nach Immunisierung mit MBP
nicht zu einem Ausbruch der EAE-Symptomatik, auch wurden weder histologisch noch la-
borchemisch in der Transaminasen-Messung Zeichen einer deutlichen Hepatitis gesehen
(Abb. 8). Eine frihere Analyse an Tag 7 nach Immunisierung bestatigte diese Ergebnisse
(Abb. 9). Die Immuntoleranz persistierte also trotz der Depletion von Tregs. Es Iasst sich
einwenden, dass die Wirkung des anti-CD25-Antikérpers nicht spezifisch genug sei, weil
Foxp3 den essentiellen Faktor fiir die Treg-Funktion darstelle (Hori et al. 2003; O'Garra et
al. 2004). Dem ist entgegenzuhalten, dass die funktionelle Inaktivierung von Tregs durch
anti-CD25-Antikérper durchaus beschrieben ist (Kohm et al. 2006). Jedoch muss bertck-
sichtigt werden, dass CD25 auch von aktivierten T-Zellen und T-Gedachtniszellen als Ober-
flachenmolekul exprimiert wird (Shipkova & Wieland 2012); es kann daher nicht ausge-
schlossen werden, dass durch eine funktionelle Inaktivierung von T-Effektorzellen mittels
des anti-CD25-Antikdrpers deren proinflammatorisches Potential ebenfalls beeintrachtigt
wurde. Demgegenuber stehen Studien, in denen eine anti-CD25-Antikérper-Behandlung in
einem Modell der Lebertransplantation hauptsachlich Tregs in ihrer Funktion beeintrach-
tigte anstatt T-Effektorzellen, was in einer spontanen Organabstof3ung resultierte (W. Li et
al. 2006).

Aufgrund der oben beschriebenen mdglichen Probleme bei der Applikation des anti-CD25-
Antikorpers, sollte die Rolle von Tregs fur die Aufrechterhaltung der hepatischen Immunto-
leranz parallel in einem zweiten unabhangigen Ansatz untersucht werden: In einer weiteren
Herangehensweise sollte eine Stérung des TGF-f-Signalweges in den CRP-MBP x tg4
Mausen untersucht werden. Aufgrund der TGF-B-abhangigen Konversion von iTregs aus
konventionellen CD4+ T-Zellen in der Leber (Luth et al. 2008; Carambia et al. 2014; Bilate
& Lafaille 2012) resultiert aus einer Stérung des TGF-B-Signalweges ebenfalls eine Treg-
Beeintrachtigung. Zu diesem Zweck wurden Mause der Linie CRP-MBP x hCD2-AkTRR Il
x tg4 verwendet, deren T-Zellen einen dominant-negativen TGF-B-lI-Rezeptor (hCD2-
AKTRR 1) exprimieren, sodass ihre T-Zellen TGF-B-insensitiv sind. Eine Generierung peri-
pherer iTregs kann nur sehr eingeschrankt erfolgen. Im Thymus gebildete nTregs sind mdg-
licherweise weiterhin vorhanden; die Bedeutung von TGF-§ fir die Reifung von nTregs wird
noch kontrovers diskutiert (M. O. Li & Flavell 2008b). Des Weiteren wird auch in dieser Linie
MBP ektopisch in Hepatozyten exprimiert, MBP-spezifische, potentiell autoreaktive tg4 Zel-
len liegen ebenfalls vor (Abb. 3). Zur Beurteilung, ob der eingeschrankte TGF-f-Signalweg
zur Durchbrechung der hepatischen Toleranz fiihrt, wurden die CRP-MBP x hCD2-AkTRR
Il x tg4 Mause mit MBP immunisiert. Im Gegensatz zu ihren nicht MBP-transgenen Wurf-
geschwistern zeigten sie sich jedoch weiterhin vor einer EAE geschitzt und lieen histolo-
gisch, laborchemisch und bei Betrachtung der Anzahl der Leberlymphozyten keine Hin-
weise auf ausgepragte proinflammatorische Prozesse in der Leber finden (Abb. 10, 11). Die
Immuntoleranz persistierte somit auch bei TGF-B-Insensitivitdt der T-Zellen, was den
Schluss zulasst, dass eine selektive Beeintrachtigung der Treg-Generierung bzw. des TGF-
B-Signalweges keine hinreichende Malinahme zur Durchbrechung der hepatisch induzier-
ten Toleranz darstellt. Allerdings ist zu bertcksichtigen, dass TGF-B nicht nur fir die Treg-
, sondern mit IL-6 zusammen ebenfalls fur die Th17-Differenzierung notwendig ist (Veld-
hoen et al. 2006; Ivanov et al. 2006; Korn et al. 2009). Somit erscheint denkbar, dass in
CRP-MBP x hCD2-AkTRR Il x tg4 Mausen weniger proinflammatorische Th17-Zellen vor-
liegen, die eine Autoimmunitat vermitteln konnten. Es kann daher nicht vollstandig ausge-
schlossen werden, dass sich durch die verminderte Induktion von Tregs und Th17-Zellen
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in CRP-MBP x hCD2-AKTRR Il x tg4 Mausen tolerogene und proinflammatorische Effekte
ausgleichen. Eine mdgliche Option, dies genauer zu untersuchen, kénnte das Einkreuzen
von DEREG-Mausen in unser Tiermodell darstellen: In dem DEREG-Mausmodell kénnen
spezifisch Foxp3+ Tregs Uber die Applikation von Diphterietoxin hocheffizient depletiert
werden (Lahl & Sparwasser 2011), was eine differenzierte Untersuchung der Rolle von
Foxp3+ Tregs in vivo zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Verlauf der Immunantwort zu-
lieRe.

Da allerdings weder die Depletion von Tregs mittels des anti-CD25-Antikérpers noch ein
eingeschrankter TGF-B-Signalweg in T-Zellen in der Durchbrechung hepatischer Toleranz
resultierten, scheint es evident, dass weitere, Treg-unabhangige Mechanismen vorliegen
mussen, die die Aufrechterhaltung der hepatischen Toleranz selbst bei eingeschrankter
Treg-Aktivitat gewahrleisten.

4.2 Charakterisierung von MBP-spezifischen CD4+ Effektor T Zellen
nach adoptivem Zelltransfer in CRP-MBP x B10.PL Mausen und Un-
tersuchung Treg-unabhangiger Mechanismen der hepatischen Im-
muntoleranz

Das Vorliegen von antigenspezifischen, funktionalen CD4+ T-Zellen in Mausen mit hepati-
scher MBP-Expression konnte durch die gezeigten Daten gesichert werden. Ebenfalls als
gesichert betrachtet werden kann die Tatsache, dass diese Zellen in vivo in MBP-transge-
nen Tieren nicht in der Lage waren, einen Entziindungsprozess auszuldsen, auch nicht bei
einem Wegfallen der TGF-p-abhangigen Suppression durch iTregs. Diese Beobachtung
lie® die Vermutung aufkommen, dass die endogenen autoreaktiven CD4+ T-Zellen durch
Antigen-Erkennung im tolerogenen Lebermilieu einen antientzindlichen Phanotyp entwi-
ckeln. Um diese These zu Uberprifen und das Zellschicksal genauer nachvollziehen zu
kénnen, wurde das Modell des adoptiven Transfers gewahlt (Abb. 2): Nicht-tolerante CD4+
T-Zellen aus tg4 Mausen ohne hepatische MBP-Expression wurden in immunisierte CRP-
MBP x B10.PL Empfanger transferiert. Die Identifizierung der transferierten Zellen gelang
dabei zuverlassig Uber die Expression des Oberflichenmolekils CD45.2 (Abb. 12). Es
stellte sich die Frage, ob die transferierten autoreaktiven CD4+ T-Zellen in den Empfangern
ihren proinflammatorischen Charakter annehmen oder aber tolerogene Eigenschaften ak-
quirieren wirden. Eine Woche nach Transfer durchgefiihrte Analysen zeigten ein modera-
tes entzundliches Geschehen mit leicht erhéhten Serumtransaminasen und Lymphozyten-
infiltraten in der Leberhistologie; es wurden bezuglich der absoluten Anzahl der Leberlym-
phozyten keine Unterschiede zur Kontrollgruppe festgestellt (Abb. 13). Ein ahnliches Bild
ergab sich am vierten Tag nach Transfer, die Serumtransaminasen lagen hier noch etwas
héher. Passend zu dem inflammatorischen Geschehen befand sich unter den isolierten
Lymphozyten der Leber eine gesteigerte Frequenz der antigenspezifischen transferierten
CD4+ T-Zellen (Abb. 13, 14), was die These stitzt, dass die MBP-spezifischen CD4+ T-
Zellen in der Leber ihr Autoantigen erkennen und daher diese verstarkt infiltrieren. Die To-
leranz gegeniber einer EAE blieb aber trotz des transienten entziindlichen Geschehens in
der Leber weiterhin erhalten. Dies fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass zumindest ein Teil
der transferierten Zellen der tg4 Spender-Tiere einen toleranten Charakter angenommen
hatte.

Ergebnisse aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe lieferten Hinweise darauf, dass Typ 1
regulatorische Zellen (Tr1) im verwendeten Modell eine Rolle spielen kdnnten (Laschtowitz
2018). Die protektive Funktion von Tr1 Zellen im Zusammenhang mit Autoimmunitat, haupt-
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sachlich bewirkt durch die Ausschuttung von IL-10, ist in verschiedenen Modellen beschrie-
ben worden (Groux et al. 1997; Roncarolo et al. 2006). In einem ConA-Hepatitis-Modell
konnte eine erhdhte Frequenz an Tr1 Zellen beobachtet werden, welche durch eine IL-10-
abhangige Unterdriickung proinflammatorischer Zytokinproduktion einen Schutz vor Leber-
schaden vermittelten (Ye et al. 2009). Dass insbesondere die Leber im Vergleich zur Milz
fur die Generierung von Tr1 Zellen pradestiniert scheint, wurde auch in einer tierexperimen-
tellen Hepatitis-B-Studie gesehen: CD4+Foxp3- Tr1 Zellen zeichneten sich in vitro und in
vivo durch die Fahigkeit aus, eine Immunantwort gegen das Hepatitis B-Virus zu hemmen
— bei hepatisch generierten Tr1 Zellen geschah dies wesentlich friher als bei Tr1 Zellen
aus der Milz (Xu et al. 2013). Weiterhin vermittelte in einem EAE-Modell der Transfer von
in vitro generierten, IL-10-produzierenden Tr1 Zellen in den Empfangertieren einen kom-
pletten Schutz vor EAE bzw. sorgte selbst in besonders EAE-suszeptiblen Linien fur einen
signifikant abgeschwachten Krankheitsverlauf (Barrat et al. 2002). Eine Beteiligung von Tr1
Zellen an der Immuntoleranz in unserem Modell erschien daher denkbar.

Die Identifizierung von Tr1 Zellen erfolgte in Ermangelung eines spezifischen Transkripti-
onsfaktors urspringlich anhand ihres Zytokinprofils (Groux et al. 1997; Bacchetta et al.
2002; H. Zeng et al. 2015), einer neueren Publikation zufolge sollen Tr1 Zellen Gber die
Koexpression der Oberflachenmolekile CD49b und Lag-3 ebenfalls sicher charakterisiert
werden kdnnen (Gagliani et al. 2013; Abb. 15). Mittels der CD49b und Lag-3 Koexpression
zeigte sich, dass in unserem Transfer-Modell nach einer Woche ein hoher Anteil von durch-
schnittlich bis zu 30% der transferierten CD4+ T-Zellen in der Leber von MBP-transgenen
Mausen einen Tr1-Phanotyp aufwies, signifikant mehr als in der Kontrollgruppe ohne he-
patische MBP-Expression (Abb. 16). Auch in der Milz von CRP-MBP Tieren liel3 sich ten-
denziell ein deutlich héherer Anteil an Tr1 Zellen finden, wenngleich auf insgesamt niedri-
gerem Niveau als in der Leber. Diese Unterschiede nivellierten sich, wenn die Analysen an
Tag 3 nach Transfer durchgefiihrt wurden: zu diesem friihen Zeitpunkt machten Tr1 Zellen
weniger als 10% der transferierten Zellen in der Leber aus, in der Milz weniger als 5%,
jeweils ohne signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (Abb. 17). Diese Beobachtung
I&sst den Schluss zu, dass die Ausbildung des Tr1-Phanotyps in den transferierten CD4+
T Zellen einige Tage bis zur vollen Auspragung bendtigt und erst nach Antigenerkennung
in der Leber, welche hierfur pradestiniert zu sein scheint (Xu et al. 2013), beginnt. Die an
Tag 7 beobachteten Frequenzen von durchschnittlich bis zu 30% decken sich mit Daten
aus dem ConA-Hepatitis-Modell, in welchem 32% der CD4+ T Zellen einen Tr1 Phanotyp
aufwiesen (Ye et al. 2009).

In einem weiteren Ansatz zur Untersuchung der Induktion von Tr1 Zellen wurden hepati-
sche Genexpressionsprofile angefertigt. Tr1 Zellen differenzieren aus CD4+ T-Zellen unter
dem Einfluss der Interleukine IL-10 und IL-27, wobei auch die Anwesenheit von TGF-f3 und
IL-6 zur Differenzierung beitragen kann (Awasthi et al. 2007; Stumhofer et al. 2007). Rele-
vant sind hierbei insbesondere der Transkriptionsfaktor Ahr zusammen mit c-Maf sowie fir
die IL-10-Produktion auch Prdm1 bzw. Uber den Egr-2-Signalweg das Protein Blimp-1 (I-
wasaki et al. 2013; Apetoh et al. 2010). Die in der Tendenz erhdhte, aber nicht signifikant
starkere Expression von c-Maf, IL-10 und IL-27 in Mausen mit ektopischer MBP-Expression
in der Leber (Abb. 18) liel} vermuten, dass eine Induktion des Tr1-Phanotyps in gewissem
Umfang ablaufen kénnte. Hinsichtlich der Genexpression erscheint es folgerichtig, dass mit
eBi3 und p28 die beiden Untereinheiten des IL-27 (Pflanz et al. 2002) eine annahernd glei-
che Induktion aufweisen (Abb. 18). Insgesamt sollte bertcksichtigt werden, dass die Ex-
pression der Tr1 assoziierten Gene in Gesamtlebergewebe untersucht wurde. Durch eine
womdglich verstarkte Einwanderung insbesondere von CD4+ T-Zellen (Abb. 13, 14) in die
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Lebern von MBP-transgenen Mausen ist ein héherer Anteil der RNA des Gesamtleberge-
webes von dieser Zellgruppe plausibel, was zu der beobachteten verstarkten Expression
der betrachteten Gene beitragen kénnte. Eine Wiederholung und Uberprifung der Genex-
pressionsprofile aus den transferierten, leberinfiltrierenden CD4+ T-Zellen ex vivo bzw. so-
gar mit durchflusszytometrisch aufgereinigter Spenderzellpopulation sollte jedoch, auch zu
anderen Zeitpunkten nach Transfer, erfolgen.

Die signifikant verstarkte Genexpression von IL-6 (Abb. 19) wiederum steht in Ubereinstim-
mung mit den histologischen und laborchemischen Ergebnissen einer moderaten Entzin-
dungsreaktion in der Leber von MBP-transgenen Mausen, darlber hinaus erscheint ebenso
eine Beeinflussung der Tr1-Differenzierung unabhangig von IL-27 denkbar (Jin et al. 2013).
Wahrend die signifikant erhdhte TGF-p-Expression (Abb. 19) einerseits zu der beschriebe-
nen TGF-B-abhangigen Konversion von CD4+Foxp3- T-Zellen zu CD4+Foxp3+ Tregs in
MBP-transgenen Mausen passt (LUth et al. 2008), kdnnte sie andererseits auch in Teilen
Ausdruck einer antigenspezifischen Aktivierung von Tr1 Zellen sein, da diese ihre suppres-
sive Wirkung neben IL-10 ebenfalls Uber TGF-p entfalten (Groux et al. 1997; Roncarolo et
al. 2014).

Fir die starke IL-10-abhangige Suppression durch Tr1 Zellen ist die Prdm1/Blimp-1-Akti-
vierung von hoher Relevanz (lwasaki et al. 2013; C. Neumann et al. 2014), weshalb die
signifikant verstarkte Expression von Prdm1 in Mausen mit MBP-Expression in der Leber
(Abb. 19) in Ubereinstimmung mit der hohen Frequenz Tr1-phanotypischer Zellen in diesen
Tieren steht. In Studien von Lin et al. filhrte die Uberexpression von Blimp-1 zu einem
Schutz vor Autoimmunitat in einem Modell des autoimmunen Diabetes, demgegenuber ver-
ursachte der Knock-out von Blimp-1 im MOG-Modell der EAE eine Exazerbation der EAE
(Lin et al. 2014; Lin et al. 2013), was die Rolle von Blimp-1 in Zusammenhang mit der
Suppression von Immunantworten unterstreicht. Allerdings ist die Blimp-1-abhangige IL-10-
Produktion nicht auf Tr1 Zellen begrenzt, sondern vielmehr ein in verschiedenen T-Zell-
Subtypen, wie z.B. Th1-Effektorzellen, verbreiteter Mechanismus (C. Neumann et al. 2014).
Ein Beitrag zu der hohen Prdm1-Expression in unserem Modell durch andere T-Zell-Sub-
typen kann daher nicht ausgeschlossen werden und sollte gegebenenfalls durch die Ver-
wendung einer aufgereinigten Zellpopulation Gberprift werden.

Die Expression von Granzym B durch Tr1-phanotypische Zellen geht mit der suppressiv
wirkenden Fahigkeit zur Perforin-vermittelten Tétung myeloider APCs einher (Grossman,
Verbsky, Tollefsen, et al. 2004; Yao et al. 2015). Die beobachtete signifikant erhdhte Ex-
pression von Granzym B (Abb. 19) konnte damit als weiterer — wenngleich aufgrund der
moglichen Expression durch andere Zellarten wie Zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen
nicht gesicherter — Hinweis auf das Vorkommen von Tr1 Zellen angesehen werden.

Unter Berucksichtigung der ex vivo generierten Ergebnisse der Durchflusszytometrie und
Genexpressionsanalysen, die auf das Vorkommen von IL-10-produzierenden, Tr1-phano-
typischen Zellen hindeuteten, sollte eine genauere Charakterisierung in vivo erfolgen. Hier-
fur verwendeten wir MBP-spezifische CD4+ T-Zellen aus F1 Tieren aus tg4 und
IL10gfpFoxp3rfp-,tiger‘-Reportermausen, deren Zellen bei IL-10 Produktion ein griines, bei
Expression von FoxP3 ein rotes Fluoreszenzsignal produzieren. Eine Anfarbung der Zellen
durch Antikorper, deren Bindung moglicherweise mit der Funktion der Zellen interferieren
koénnte, wurde so vermieden. In der durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich jedoch
Uberraschend eine Inkoharenz zwischen dem CD49b+Lag-3+ Tr1-Phanotyp und dem IL-
10gfp+ Signal der Zellen, die darauf hindeutete, dass nur ein geringer Anteil der
CD49b+Lag-3+ Zellen auch tatsachlich IL-10 produzierte (Abb. 20, 21); die Produktion des
Leitzytokins IL-10 ware bei allen Tr1-phanotypischen Zellen zu erwarten gewesen. Eine

67



mogliche Erklarung dafir Iasst sich in neueren Publikationen finden, die die Eignung der
Koexpression von CD49b und Lag-3 als sichere Marker fur Tr1 Zellen infrage stellen: Nur
ein geringer Anteil in vitro stimulierter, IL-10-produzierender Zellen zeichne sich demnach
durch die CD49b+Lag-3+ Koexpression aus (White & Wraith 2016). Auch Schmetterer et
al. konnten in ihrem Modell humaner STAT3 transduzierter CD4+ T-Zellen, die durch ihre
hohe IL-10- und Granzym-B-Produktion suppressiv auf andere Zellen wirkten, womit sie Tr-
1-phanotypischen Zellen ahnelten, keine verstarkte Expression von CD49b oder Lag-3 fest-
stellen (Schmetterer et al. 2015), was die Zuverlassigkeit dieser Marker zur sicheren Iden-
tifikation von IL-10-produzierenden Tr1 Zellen fraglich erscheinen Iasst.

Aufgrund der insgesamt relativ geringen Produktion von IL-10 in den autoreaktiven Zellen
in unserem Modell ergibt sich die Schlussfolgerung, dass dort die suppressive, IL-10-ver-
mittelte Wirkung von Tr1-phanotypischen Zellen nicht ausschlaggebend fiir die hepatisch
induzierte Toleranz gegenuber dem Autoantigen ist. Diese Hypothese wurde durch die Aus-
schaltung des IL-10-Signalweges mittels zweier verschiedener Ansatze Uberpruft. Tatsach-
lich fGhrte die Immunisierung mit MBP weder in den CRP-MBP x tg4 Tieren, deren IL-10-
Signalweg durch Anwendung eines IL-10-Rezeptor-Antikdrpers gestort wurde, noch in der
Mauslinie mit dominant-negativem IL-10-Rezeptor auf T-Zellen (CRP-MBP x cd4-DN-IL10R
x tg4) zur Auslésung einer EAE oder Leberinflammation (s. 3.3.1, Abb. 22). Da die hepa-
tisch induzierte Toleranz in diesem Modell trotz des gestorten IL-10-Signalweges persis-
tierte, sahen wir die Hypothese bestatigt, dass die IL-10/Tr1-vermittelte Suppression hierbei
lediglich eine untergeordnete Rolle bezlglich der Toleranz darstellen konnte. Eine denk-
bare Erklarung kénnte darin liegen, dass bei Stérung eines singuldren Toleranzmechanis-
mus in einem Organismus eine Kompensation durch einen anderen Mechanismus erfolgt.
Dies ware auch hinsichtlich des bekannten schitzenden Potentials von in der Leber indu-
zierten, TGF-f-abhangig gebildeten CD4+Foxp3+ Tregs (Luth et al. 2008; Carambia et al.
2014) plausibel, da eine Stérung ihres TGF-B-Signalweges ebenfalls nicht in der Entwick-
lung von Autoimmunitat resultierte (Abb. 10, 11). Zur Untersuchung einer mdglichen gegen-
seitigen Kompensation dieser protektiven Mechanismen wurde die simultane Ausschaltung
der IL-10- und TGF-p-Signalwege mit der Fragestellung durchgefluhrt, ob so die hepatisch
induzierte Toleranz durchbrochen werden kénnte (Abb. 23). Doch auch trotz erfolgreicher
Doppelinhibierung kam es nicht zur Auslésung einer EAE (Abb. 24, 25), sodass weitere
Mechanismen an der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz beteiligt sein mussten.

Als mdgliche protektive Kandidaten fielen die koinhibitorischen Oberflachenmolekile
CTLA-4 und PD-1 auf, deren genetische Expression in Lebergewebe MBP-transgener
Méause tatsachlich auffallig stark hochreguliert war, hoch signifikant im Vergleich zur Kon-
troligruppe (Abb. 26). CTLA-4 stellt einen essentiellen Faktor der CD80/86-vermittelten
suppressiven Funktion von CD4+Foxp3+ Tregs dar (Wing et al. 2008), selbst bei Abwesen-
heit von Foxp3 in Tregs (Y. Zheng et al. 2008). PD-1 kommt durch seine pleiotropen Wir-
kungen ebenfalls zweifelsohne eine wichtige Bedeutung bei der Modulation von Immunre-
aktionen zu (Fife & Pauken 2011). Beispielhaft wird dies in einem Modell der Autoimmun-
hepatitis deutlich, in dem die Kombination aus Verlust von Tregs durch eine friihe Thy-
mektomie und ausgeknocktem PD-1-Signalweg zu einem letalen Verlauf der AIH fuhrte
(Kido et al. 2008). Somit erschien eine Beteiligung von CTLA-4 und PD-1 an der hepatisch
induzierten Toleranz plausibel. Da allerdings das Vorkommen beider Molekile nicht auf
eine Zellpopulation limitiert ist, sondern insbesondere PD-1 eine weite Verbreitung aufweist
(Keir et al. 2008), bei den Genexpressionsanalysen jedoch mit Gesamtlebergewebe gear-
beitet wurde, fihrten wir eine durchflusszytometrische Analyse zur genaueren Charakteri-
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sierung der Oberflachenexpression durch. Die dabei beobachtete signifikant héhere, na-
hezu vollstandige Expression von PD-1 auf den transferierten Zellen in MBP-transgenen
M&usen (Abb. 27) kann als Ausdruck der Aktivierung dieser Zellen gewertet werden, die
aufgrund ihrer Antigenspezifitat ablauft (Keir et al. 2008). Dabei kann die hohe PD-1-Ex-
pression auch im Rahmen der initialen Limitierung der T-Effektorzell-Aktivierung und somit
als Beitrag zur hepatischen Toleranz gesehen werden (Freeman et al. 2000; Keir et al.
2008). Daruber hinaus gilt PD-1 als Marker fir ,ausgebrannte® T-Zellen, die einer langan-
haltenden starken Stimulation unterlagen (Wherry & Kurachi 2015). Auch dieser Aspekt
kénnte in unserem Modell mit dauerhafter Expression des Autoantigens relevant sein.

Fir die Gewebetoleranz scheint insbesondere die Interaktion von PD-1 mit dem Liganden
PD-L1 auf nicht-hAmatopoetischen Zellen essentiell zu sein (Grabie et al. 2007; Keir et al.
2006), so fuhrte die Expression von PD-L1 auf LSECs uber PD-1 der zytotoxischen CD8+
T-Zellen zu deren Toleranz (Diehl et al. 2008). Eine ahnliche Interaktion mit PD-1 auf den
autoreaktiven CD4+ T-Zellen kdnnte moglicherweise so zu deren Suppression und zur he-
patischen Immuntoleranz im untersuchten Modell beitragen und sollte daher in Zukunft na-
her analysiert werden.

Darlber hinaus zeigte CTLA-4 eine verstarkte Expression auf CD4+ T-Zellen in der Leber,
auch nahmen in den Mausen mit hepatischer MBP-Expression signifikant mehr transferierte
Zellen einen CTLA-4+PD-1+ doppelt-positiven Phanotyp an (Abb. 28, 29), was auf die Re-
levanz dieser Molekiile fir die Aufrechterhaltung der Toleranz hindeutet und in Uberein-
stimmung mit der Koexpression verschiedener inhibitorischer Oberflachenmolekile bei be-
grenzter Immunantwort steht (Wherry & Kurachi 2015). Diese Daten werden auch durch
Beobachtungen von Crawford et al. gestitzt, in deren Mausmodell einer chronischen
LCMV-Infektion eine Expression von CTLA-4 und PD-1 insbesondere durch CD4+ T-Zellen
erfolgte (Crawford et al. 2014). Dass die durchflusszytometrisch ermittelte CTLA-4-Expres-
sion dabei nicht so deutlich signifikant ausfiel wie bei PD-1, I&sst sich moglicherweise mit
einer zeitlichen Abhangigkeit der Expression bzw. gegenseitigen Erganzung der Funktion
der beiden Koinhibitoren PD-1 und CTLA-4 erklaren. Untersuchungen zur zeitlichen Ex-
pression zeigten, dass CTLA-4 insbesondere die initiale Begrenzung der Immunantwort re-
guliere, wohingegen der Anteil von PD-1-vermittelter Suppression mit zunehmender Dauer
der Aktivierung steige, wobei die exakte Steuerung der Interaktionen letztlich die schit-
zende Wirkung vermittele (Walunas et al. 1994; Salama et al. 2003; Fife & Bluestone 2008).
Es sollten daher in Zukunft weitere Analysen zu anderen Zeitpunkten erfolgen, um die zeit-
liche Veranderung der Expression und damit das Zusammenspiel von CTLA-4 und PD-1
besser nachvollziehen zu kénnen; eine dauerhaft erhdhte PD-1-Expression wurde bei-
spielsweise bei Crawford et al. in der Leber noch Uber einen Zeitraum von bis zu 50 Tagen
beobachtet (Crawford et al. 2014).

Interessanterweise konnte die Dysfunktion hepatischer CD8+ T-Zellen mit Koexpression
von CTLA-4 und PD-1 in einem Modell der chronischen HCV-Infektion durch die kombi-
nierte Blockade dieser beiden Koinhibitoren aufgehoben und die Effektorfunktion in vitro
vollstandig wieder hergestellt werden (Nakamoto et al. 2009). In unserem Modell, in wel-
chem hauptsachlich CD4+ T-Zellen fiir die Pathogenese der EAE verantwortlich sind, er-
scheint die entsprechende hochregulierte Koexpression von CTLA-4 und PD-1 (Abb. 28,
29) als Zeichen einer Dysfunktion jedoch ebenfalls plausibel. Die Zusammenschau der ge-
wonnenen Ergebnisse mit Studien, die exazerbierte EAE-Verlaufe bei Anwendung von ent-
weder CTLA-4- oder PD-1-Antikérpern zeigen (Karandikar et al. 1996; Salama et al. 2003),
lield uns die kombinierte Blockade beider Koinhibitoren in vivo in unserem Modell der hepa-
tisch induzierten Toleranz untersuchen. Aufgrund von Beschreibungen, dass das Fehlen
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von CTLA-4 im EAE-Modell bei adulten Mausen eine Expansion protektiver Tregs verursa-
che (Paterson et al. 2015), verwendeten wir zusatzlich einen Treg-depletierenden anti-
CD25-Antikorper. Alle Tiere zeigten sich jedoch weiterhin gegentber der Induktion einer
EAE geschutzt, es kam nicht zur Auslésung von Autoimmunitat, was erneut die hohe Po-
tenz der hepatischen Immuntoleranz verdeutlichte (s. 3.4.3). Eine mdglicherweise nicht voll-
standige Effizienz der PD-1- und CTLA-4-Depletion kann hierbei jedoch nicht ausgeschlos-
sen werden, sodass dies in weiteren Versuchen Uberprift werden sollte.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Aufrechterhaltung der Immuntoleranz von
mehreren redundanten Mechanismen gewahrleistet wird. Aus evolutionsbiologischer Sicht
ist das Vorliegen einer Vielfalt von Strategien sinnvoll, um die Immuntoleranz aufrechtzuer-
halten und die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen zu verhindern. Redundante Sys-
teme sind in anderen Bereichen bekannt, beispielsweise bei dem Vorliegen redundanter
Gen-Duplikate fir Signaltransduktionsfaktoren oder bei Zytokinen mit redundanter Rezep-
torenbindung (Nowak et al. 1997; Kafri et al. 2009).

Weder die Ausschaltung isolierter tolerogener Mechanismen der Toleranz wie die Depletion
von Tregs, die Inhibierung des Tr1/IL-10-Signalweges oder der Koinhibitoren CTLA-4 und
PD-1, noch die kombinierte Blockade dieser Mechanismen fihrte bei den MBP-transgenen
Mausen zur Auslésung von Autoimmunitat im Sinne einer Experimentellen Autoimmunen
Enzephalomyelitis. Zusammengenommen lasst sich daher auf Basis der in dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse die Aussage treffen, dass weder Tregs noch IL-10, PD-1 oder
CTLA-4 allein oder in Kombination essentiell fiir die Aufrechterhaltung der hepatisch indu-
zierten Toleranz sind, sondern ihre Defizienz im verwendeten CRP-MBP Modell von weite-
ren, noch zu definierenden Mechanismen kompensiert werden kann, was das aullerge-
wohnliche Potential der Leber als tolerogenes Organ verdeutlicht.

4.3 Ausblick

Fur die weitere Untersuchung von Mechanismen der hepatischen Immuntoleranz ergeben
sich verschiedene Ansatzpunkte. Zum einen erscheint es sinnvoll, die Rolle von CTLA-4
und PD-1 als koinhibitorische Oberflachenmolekdlle tiefergehend zu beleuchten. Hier sollte
die Effizienz der Antikdrper-Depletion Uberprift und gegebenenfalls verbessert werden;
dartber hinaus ware das Einkreuzen von CTLA-4- bzw. PD-1-knockout-Mausen in die
Mauslinie CRP-MBP x tg4 denkbar, ahnlich wie in anderen Modellen der Autoimmunitat
(Klocke et al. 2017; X. Chen et al. 2014), um die Relevanz der Koinhibitoren in unserem
Modell noch in einer anderen Herangehensweise untersuchen zu kdnnen. Auch eine Inter-
aktion von PD-L1 auf LSECs mit PD-1 auf CD4+ T-Zellen, wie sie von Diehl et al. analog
mit CD8+ T-Zellen beschrieben wurde (Diehl et al. 2008), ware als hepatischer Toleranz-
mechanismus plausibel und sollte weiter untersucht werden. Eine weitere Analyse kdnnte
daruber hinaus beziglich der Zellinteraktion bzw. —rezeptoren wie CXCL9 und CXCR3 er-
folgen, die in verschiedenen Studien als essentiell fur die T-Zell-Infiltration und Regulierung
der Immunantwort in der Leber hinsichtlich der Toleranzentwicklung beschrieben wurden
(Erhardt et al. 2011; K. Neumann et al. 2015; Z. Zeng et al. 2016).

Zum anderen sollen die Rolle von IL-6, IL-27 und die Hemmung weiterer Oberflachenanti-
gene wie z.B. Lag-3, TIM-3 oder TIGIT, denen wichtige inhibitorische Eigenschaften zuge-
schrieben werden (Anderson et al. 2016; Le Mercier et al. 2015), mit verschiedenen Metho-
den betrachtet werden. Hierfur planen wir eine Kreuzung der Mauslinien CRP-MBP x hCD2-
AKTRBR 1l x tg4 und CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4, um CRP-MBP x dnTGFBR x dnIL10R
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x tg4 Mause zu erhalten, die sowohl TGF-g- als auch IL-10-insensitive (doppelt dominant-
negative) T-Zellen aufweisen. Die Verwendung der doppelt dominant-negativen CRP-MBP
x dnTGFBR x dnIL10R x tg4 Mauslinie wirde mittels der Applikation depletierender Anti-
kérper in vivo die Untersuchung multipler Toleranzmechanismen erlauben, mit sowohl al-
leiniger als auch mit kombinierter Antikbrper-Blockade.

Des Weiteren soll, zur genaueren Analyse der fir die hepatische Toleranz verantwortlichen
Gene, zum einen die Genexpressionsanalyse im Modell des adoptiven Transfers von tg4
CD4+ T-Zellen in immunisierte CRP-MBP x B10.PL Mause mit isolierten Leberlymphozyten
— statt Gesamtlebergewebe — wiederholt und um weitere potentielle Genkandidaten wie
z.B. TIM-3 oder TIGIT (Anderson et al. 2016) erganzt werden. Zum anderen soll im Modell
des adoptiven Transfers von MBP-spezifischen autoreaktiven CD4+ Spenderzellen aus der
nicht-transgenen wt x tg4 Mauslinie in tolerante CRP-MBP x B10.PL Mause, im Vergleich
zur nicht-transgenen B10.PL Kontrollgruppe, ein Microarray durchgefiihrt werden, der den
parallelen Vergleich umfangreicher Genprofile erlaubt. So lief3e sich die genetische Signa-
tur der autoreaktiven, MBP-spezifischen tg4 CD4+ Spenderzellen mit ebendiesen Spender-
zellen nach Transfer und Re-Isolation aus der Leber oder Milz von toleranten MBP-trans-
genen Mausen oder suszeptiblen Wildtypen vergleichen. Gene, die dabei besonders hoch-
oder heruntergeregelt wirden, waren mogliche Kandidaten fir die induzierte Toleranz bzw.
Suppression der autoreaktiven tg4 Zellen.
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5. Zusammenfassung

Die Leber ist in der Lage, eine antigenspezifische T-Zell-Toleranz zu induzieren, wobei die
Generierung von Regulatorischen T Zellen (Tregs) eine Rolle spielt (Luth et al. 2008). In
dieser Arbeit sollte die Bedeutung von Tregs und Tr1 Zellen bzw. IL-10 fir die hepatische
Immuntoleranz und den Schutz vor Autoimmunitat untersucht werden. Wir verwendeten ein
Mausmodell, in dem das Autoantigen Myelin Basisches Protein (MBP) ektopisch unter dem
CRP-Promotor in der Leber exprimiert wird und in dem autoreaktive MBP-spezifische T-
Zellen vorliegen (tg4). Obwohl die Funktionalitat der autoreaktiven T-Effektorzellen in die-
sem Modell in vitro und in vivo bestatigt wurde, waren CRP-MBP x tg4 Mause vor der In-
duktion von Autoimmunitét vollstdndig geschitzt. Durch Gabe eines Treg-depletierenden
Antikérpers oder durch Verwendung von Mausen, deren periphere Treg-Induktion aufgrund
eines dominant-negativen TGF-3-Rezeptors der T-Zellen eingeschrankt ist, wurde die Be-
deutung der Tregs in diesem Modell untersucht. Weder bei Treg-Depletion durch Antikorper
noch bei Verwendung der Mause mit gestorter Treg-Induktion kam es zur Auslésung von
Autoimmunitat. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Fehlen von Tregs allein nicht
zur Durchbrechung der hepatischen Immuntoleranz fihrt.

Zur Untersuchung der Rolle von IL-10 fur die Lebertoleranz verwendeten wir einen blockie-
renden IL-10-Rezeptor-Antikorper bzw. Mause, deren T-Zellen wegen eines dominant-ne-
gativen IL-10-Rezeptors insensitiv fur IL-10 sind. Wir konnten zwar die Differenzierung von
MBP-spezifischen CD4+ T-Zellen zu CD49b+Lag-3+ Tr1-ahnlichen Zellen in der Leber
CRP-MBP transgener Mause beobachten, bei Blockade des IL-10-Signalweges blieb die
hepatisch induzierte Toleranz jedoch erhalten; dies galt sogar bei simultaner Treg-Inhibie-
rung.

Zusatzliche Analysen zeigten eine hohe Expression der Koinhibitoren CTLA-4 und PD-1
auf den autoreaktiven T-Zellen nach Infiltration in die Leber, die zur Toleranz beitragen
kénnten. Die in vivo Blockade dieser Koinhibitoren 16ste jedoch keine Autoimmunitat aus.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aufrechterhaltung hepatischer Toleranz trotz der Defi-
zienz elementarer Mechanismen wie Tregs, IL-10 und Koinhibitoren weiter gewahrleistet
ist. Es mussen somit weitere redundante, noch naher zu definierende Mechanismen ver-
antwortlich sein. Dies verdeutlicht das hohe tolerogene Potential der Leber.

6. Abstract

The liver is able to induce antigen-specific tolerance for which peripherally induced T regu-
latory cells (Tregs) are known to be important mediators (Luth et al. 2008). Here, we inves-
tigated different tolerance mechanisms, namely Tregs, Tr1 cells or IL-10 and coinhibitory
molecules. We used a mouse model that is characterised both by ectopic expression of the
autoantigen myelin basic protein (MBP) in the liver and by the presence of autoreactive
MBP-specific T cells due to a transgenic T cell receptor (tg4). The functionality of T effector
cells in CRP-MBP x tg4 mice was confirmed in vivo and in vitro. CRP-MBP x tg4 mice were
completely resistant to the induction of autoimmune inflammation. Treg impairment in these
mice was induced either by application of a Treg depleting antibody, or by crossing with
mice in which T cells feature a dominant-negative TGF-B receptor that prevents peripheral
Treg induction. Moreover, the role of IL-10 for the maintenance of hepatic tolerance was
assessed in mice in which T cells are insensitive to IL-10 or by administering IL10R-antibody
to CRP-MBP x tg4 mice. Neither Treg depletion with antibody nor Treg impairment in mice
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with dominant-negative TGF-[3 receptor precipitated autoimmune inflammation. Upon adop-
tive transfer into CRP-MBP mice, MBP-specific CD4+ T cells differentiated into
CD49b+Lag-3+ Tr1-like cells. However, impairment of IL-10 signaling did not lead to auto-
immune inflammation. Even simultaneous abrogation of Treg and IL-10 signaling did not
result in autoimmune inflammation. Additional analysis showed a high expression of CTLA-
4 and PD-1 in livers of CRP-MBP x tg4 mice suggesting a role for these coinhibitory mole-
cules for the maintenance of hepatic tolerance. However, tolerance persisted in spite of
their solitary or combined blockade with antibodies. Our findings show that redundant, but
partly undefined tolerance mechanisms safeguard the maintenance of hepatic tolerance
even in conditions of Treg, IL-10 and coinhibitory receptor impairment.
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7. Abklirzungsverzeichnis
AhR Arylhydrocarbon-Rezeptor
AlH Autoimmune Hepatitis
AK Antikorper
ALT Alanin-Aminotransferase
APC Antigenprasentierende Zelle
Blimp-1 B lymphocyte-induced maturation protein 1
BSA Bovines Serumalbumin
c-Maf Protoonkogen Avian Musculoaponeurotic Fibrosarcoma
CED Chronisch-entzindliche Darmerkrankung
CFA Komplettes Freundsches Adjuvans
CFSE Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
ConA Concavalin A
CRP C-reaktives Protein
CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 4
CXCL Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand
DC Dendritische Zelle
DEREG Depletion of Regulatory T Cells
EAE Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
Egr-2 Early growth response protein 2
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FCS Fetales Kalberserum
Foxp3 Forkhead-Box-Protein 3
FSC-A Forward scatter — area
FSC-H Forward scatter — height
GARP Glycoprotein A repetitions predominant
GFP Green Fluorescent Protein
GITR Glucocorticoid-inducible tumor necrosis factor receptor
GM-CSF Granulocyte/macrophage colony-stimulating factor
Gzmb Granzym B
HCV Hepatitis C-Virus
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1
ICOS Inducible T cell CoStimulator
IFN Interferon
IL Interleukin
IL-10R IL-10-Rezeptor
ILT Immunoglobulin-like transcript
IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
IPEX Immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome
IRF4 Interferonregulierender Faktor 4
ITIM Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
iTreg Induzierte regulatorische T-Zelle
ITSM Immunoreceptor tyrosine-based switch motif
Jak Janus-Kinase
KC Kupfferzelle
Ko Knockout
Lag-3 Lymphocyte-activation gene 3
LAP Latency-Associated Peptide
LSEC Sinusoidale Endothelzelle der Leber
LTBP Latent TGF-B binding protein
MACS Magnetic Activated Cell Sorting
MAPK Mitogen-activated protein kinases
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MBP

Myelin Basisches Protein

mDC Myeloide Dendritische Zelle

MFI Mittlere Fluoreszenzintensitat

mHAI Modifizierter histologischer Aktivitatsindex

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex (engl.: major histocompatibility com-
plex)

MOG Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein

MS Multiple Sklerose

mTor Mammalian target of rapamycin

NFkB Nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B cells

NK Naturliche Killer (-Zelle)

NPC Nichtparenchymatdse Zelle

nTreg Naturliche regulatorische T-Zelle

PacO-NHS | Pacific Orange Succinimidyl Ester

PBS Phosphate Buffered Saline

PD-1 Programmed cell death protein 1

PD-L Programmed death-ligand

pDC Plasmacytoide Dendritische Zelle

PFA Paraformaldehyd

PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase

PK Proteinkinase

PLP Proteolipidprotein

PP2A Proteinphosphatase 2

Prdm1 PR domain zinc finger protein 1

PTEN Phosphatase and tensin homolog

RFP Red Fluorescent Protein

RT Raumtemperatur

rt-qPCR Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

SEM Standard Error of the Mean; Standardfehler des Mittelwertes

SHP Protein-Tyrosin-Phosphatase (Src homology region 2 domain-containing
phosphatase-1)

SSC-A Sideward scatter — area

STAT Signal transducers and activators of transcription

T-bet T-box transcription factor TBX21

Taq Thermus aquaticus

TCR T Zell-Rezeptor

Teff T-Effektorzellen CD4+CD25-

TGF-B Transforming growth factor-8

TGF-BR Transforming growth factor-B-Rezeptor

Th T Helferzelle

TIGIT T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains

TIM-3 T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3

TMB Tetramethylbenzidin

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

Tr1 Typ 1 regulatorische Zelle CD4+Foxp3-

Treg T regulatorische Zelle CD4+CD25+Foxp3+

Tyk Tyrosin-Kinase

wit Wildtyp

ZNS Zentrales Nervensystem
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