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1 Einleitung 

1 Einleitung 

1.1 Das Immunsystem 

Immunität ist definiert als der Widerstand gegenüber Krankheiten, im speziellen infektiöser 

Erkrankungen1. Somit ist die Aufgabe des Immunsystems die Verteidigung des Organismus gegen 

extra- und intrazelluläre Pathogene, aber auch die Eliminierung von körperfremden Substanzen und 

schadhaften körpereigenen Zellen. Von eminenter Bedeutung ist dabei die Unterscheidung von 

körpereigenen Strukturen, die nicht angegriffen werden sollten und den zu beseitigenden 

Fremdstrukturen. Man unterteilt die humane Abwehr in die innate (angeborene) und in die adaptive 

(erworbene) Immunität. Da der menschliche Organismus permanent unterschiedlichen Pathogenen 

wie Bakterien, Viren und Pilzen ausgesetzt ist und diese Erreger ausgeklügelte Strategien zur 

Umgehung der schnellen Eliminierung durch das innate Immunsystem entwickelt haben, ist häufig 

die adaptive Immunantwort zur Kontrolle von Infektionen erforderlich2. Beide Systeme 

unterscheiden sich in ihren Mechanismen und dem Großteil ihrer Effektorzellen, interagieren jedoch 

zur Generierung einer effektiven Immunantwort eng miteinander3,4. 

Das innate Immunsystem ist ein evolutionär hochgradig konserviertes und universelles 

Verteidigungssystem, welches schnell aber unspezifisch auf Pathogene und deren Bestandteile 

reagiert1,5,6. Einen Teil des innaten Immunsystems bilden zelluläre Komponenten, welche im Blut 

zirkulieren oder im Gewebe residieren können. Dazu gehören Granulozyten, Makrophagen, 

Dendritische Zellen, Mastzellen und Natürliche Killerzellen. Die innate Immunantwort wird innerhalb 

von Minuten initiiert und ist gegen ein breites Spektrum körperfremder Strukturen gerichtet. Die 

Identifizierung der Pathogene erfolgt durch universelle Rezeptoren der Immunzellen, die gegen 

konservierte, pathogeneigene Strukturen gerichtet sind. Innate Zellen einer Klasse besitzen 

identische polyklonale, keimbahnkodierte Rezeptoren6,7, deren Struktur im Genom festgelegt und 

somit unabänderlich ist. Im Vergleich dazu weisen die Rezeptoren der Zellen des adaptiven 

Immunsystems eine hohe Diversität spezifischer Antigenrezeptoren auf8, was auf die zufällige 

somatische Rekombination verschiedener Gensegmente (Abschnitt 1.2.2) zurückzuführen ist. Als 

Antigen gilt jede Substanz, die vom adaptiven Immunsystem erkannt werden kann und eine Antwort 

(Reaktion) provoziert8. Die adaptive Immunantwort ist gegen spezifische pathogene Strukturen 

gerichtet und wirkt besonders effizient durch Expansion antigenspezifischer Lymphozyten, wobei 

jeder Lymphozyt nur Rezeptoren einer einzigen Spezifität aufweist. Aufgrund der klonalen 

Vervielfältigung dieser Zellen tritt die Antwort erst zeitverzögert ein. Das adaptive Immunsystem 

besteht aus B- und T-Zellen und deren Effektormolekülen9. B-Zellen sind die Träger der humoralen 

Immunantwort (lat. humor „Flüssigkeit“), da sie hauptsächlich über ihre sezernierten (löslichen) 

B-Zellrezeptoren, den Antikörpern, fungieren. T-Zellen, als Träger der zellulären Immunabwehr, sind 

in Abschnitt 1.2 erläutert. 



 
2 Einleitung 

1.2 Immunbiologie der T-Zellen 

T-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der zellulären Abwehr des adaptiven Immunsystems. Im 

Gegensatz zu Zellen der innaten Immunantwort und B-Zellen, erkennen T-Zellen ihr Antigen nicht in 

nativer Form, sondern erst nach Prozessierung und Präsentation über den 

Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC; major histocompatibility complex)1,8. Das MHC-Molekül der 

Klasse I (MHCI) wird auf fast allen kernhaltigen somatischen Zellen exprimiert und bindet Peptide, die 

aus intrazellulären Proteinen generiert werden. Die konstitutive Expression von MHCII ist 

weitestgehend auf Antigenpräsentierende Zellen (APC; Antigen presenting cells) wie Dendritische 

Zellen, Makrophagen und B-Zellen beschränkt und bindet Peptide, die aus extrazellulären, 

endozytotisch aufgenommenen Proteinen prozessiert werden. Die grobe Unterteilung von T-Zellen 

erfolgt anhand der Expression distinkter immunphänotypischer Oberflächenmoleküle, den sog. 

CD (Cluster of Differentiation) und der Erkennung distinkter MHC-Moleküle. So exprimieren 

zytotoxische T-Zellen (CTL; cytotoxic T lymphocytes) meist den Korezeptor CD8 und erkennen ihr 

Antigen im Kontext von MHCI1,8. Diese Zellen wirken direkt zytotoxisch. Im Gegensatz dazu 

modulieren T-Helferzellen (TH) ihre Umgebung durch die Sekretion von Zytokinen, also 

regulatorischen Proteinen, die die Immunantwort steuern. Sie tragen den Korezeptor CD4 und 

erkennen ihr Antigen über MHCII1,8. Allen T-Zellen ist gemeinsam, dass sie den CD3-Rezeptor 

tragen1,8. 

 

1.2.1 Immunabwehr durch T-Zellen 

1.2.1.1 Subpopulationen der T-Helferzellen 

In welche Richtung eine naїve T-Zelle nach Aktivierung differenziert, ist stark vom Zytokinmilieu 

abhängig und dieses ist wiederum durch die Art des zu bekämpfenden Pathogens beeinflusst. 

CD4+ TH-Zellen differenzieren in Gegenwart von spezifischen Zytokinmilieus zu verschiedenen 

Subtypen, welche charakteristische Phänotypen aufweisen (Abb. 1). Durch die Expression 

liniendefinierender Transkriptionsfaktoren wird die Entwicklung, die Produktion der Effektorzytokine 

sowie der Phänotyp und ihre Funktion reguliert10. Man unterscheidet zwischen TH1-, TH2-, TH17-Zellen 

und regulatorischen T-Zellen (Treg). Jüngere Publikationen beschreiben auch TH1/17-11,12, TH9-13,14, 

TH22-15,16 und follikuläre TH-Zellen (TFH)17. 

Durch Interleukin (IL)-12 wird die Differenzierung von naїven CD4+ T-Zellen zu TH1-Zellen induziert18, 

die den Transkriptionsfaktor Tbet (T-box-expressed-in-T-cells) exprimieren19. TH1-Zellen sezernieren 

die Zytokine Interferon (IFN), IL-2 und Tumornekrosefaktor (TNF)α8,20-24. Aktivierte TH1-Zellen 

werden als Helfer der zellulären Immunabwehr betrachtet, da sie Einfluss auf die Aktivierung von 

Makrophagen nehmen, aber auch B-Zellhilfe bezüglich deren Antikörperproduktion leisten8. 

Außerdem können diese Zellen die CD8+ T-Zellantwort unterstützen25. TH1-Antworten stehen deshalb 



 
3 Einleitung 

in Verbindung mit der Beseitigung intrazellulärer Pathogene wie Bakterien und Viren, sind aber auch 

mit einer Reihe von Autoimmunerkrankungen assoziiert26,27. 

 

 

Abb. 1: Charakteristika von Subpopulationen der CD4
+
 T-Helferzellen. Naїve CD4

+
 T-Zellen können nach ihrer 

Aktivierung durch Antigenpräsentation je nach Zytokinmilieu zu distinkten Subtypen differenzieren, die durch 

die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren und der Sekretion typischer Zytokine charakterisiert sind. Die 

CD4
+
 T-Zellsubtypen sind durch unterschiedliche Effektorfunktionen definiert. APC = Antigenpräsentierende 

Zelle (Antigen presenting cell); IFN = Interferon; IL = Interleukin; TGF = Transformierender Wachstumsfaktor 

(Transforming Growth Factor); TH = T-Helferzelle; TNF = Tumornekrosefaktor. (adaptiert nach 

Abbas et al. 2012
1
, Murphy et al. 2008

8
, Korn et al. 2009

28
 und Zheng et al. 1997

29
) 

 

Dahingegen sind TH17-Zellen in die Eliminierung von extrazellulären Bakterien und Pilzen involviert. 

Des Weiteren wurde aber auch eine Beteiligung in der Pathogenese von organspezifischen 

Autoimmunerkrankungen festgestellt30. Diese Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor RORT 

(retinoic acid-related orphan receptor  T)
31 bzw. im humanen System das Homolog RORC28, welcher 

die Sekretion von IL-17A, IL-17F und IL-22 induziert28,32-34. Diese Zytokine sind für die Rekrutierung, 

Aktivierung und Migration von neutrophilen Granulozyten unabdingbar30. Naїve CD4+ T-Zellen 

differenzieren in Gegenwart des Transformierenden Wachstumsfaktors (Transforming Growth 

Factor; TGF) und von IL-6 zu TH17-Zellen28,35,36. 

Extrazelluläre Parasiten, wie Helminthen, werden mittels aktivierter TH2-Zellen bekämpft. Diese 

können außerdem eine starke Antikörperproduktion durch B-Zellen induzieren, wodurch sie an der 

humoralen Immunantwort beteiligt sind8,22. Die Differenzierung naїver CD4+ T-Zellen zu TH2-Zellen 

erfolgt in Gegenwart von IL-437. TH2-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor GATA-3 (GATA 

binding protein 3) und charakteristische Zytokine sind IL-4, IL-10 und IL-1322,29. 



 
4 Einleitung 

Eine weitere Form von TH-Zellen sind die Foxp3 (forkhead-box protein 3)-exprimierenden Treg, die 

autoreaktive Immunantworten supprimieren und so die immunologische Selbsttoleranz und 

Immunhomöostase des Organismus aktiv regulieren38. Es ist gezeigt, dass eine Dysfunktion des 

Transkriptionsfaktors Foxp3 mit Autoimmunität korreliert39 und eine anhaltende Foxp3-Expression 

für den Phänotyp und die Suppressorfunktion der Treg entscheidend ist40. Naїve CD4+ T-Zellen 

differenzieren zu Treg in Anwesenheit von TGF, aber gleichzeitiger Abwesenheit von 

proinflammatorischen Zytokinen wie IL-641. Neben den beschriebenen natürlich vorkommenden nTreg 

gibt es zusätzlich die induzierten iTreg, zu denen Tr1-Zellen (Typ 1 regulatorische Zellen) und 

Th3-Zellen gehören42-44. 

Klassischerweise wurden die verschiedenen CD4+ TH-Zellen als terminal ausdifferenzierte, stabile 

Zelllinien mit begrenzter Flexibilität angesehen45. Die Identifizierung neuer Subpopulationen weist 

jedoch auf eine erhebliche Plastizität unter den TH-Subpopulationen hin. Hierbei wird klassischen TH1-

Zellen eine geringe und TH2-Zellen eine mittlere Plastizität zugewiesen46, während iTreg und TH17-

Zellen ein hohes Maß an Plastizität zugesprochen wird47. So können letztgenannte zu TH1/17-Zellen 

und diese zu nichtklassischen TH1-Zellen weiter differenzieren46. 

Neben CD4+ T-Zellen können auch CD8+ T-Zellen zu verschiedenen Subpopulationen differenzieren, 

die die gleichen charakteristischen Zytokine wie TH1-, TH2 und TH17-Zellen sezernieren und 

dementsprechend als TC1-, TC2 und TC17-Zellen definiert sind48,49. 

 

1.2.1.2 Zytotoxische T-Zellen 

CTL sind ein Typ von T-Zellen, deren hauptsächliche Effektorfunktion die Erkennung und Eliminierung 

von Zellen ist, die mit Viren oder anderen intrazellulären Pathogenen infiziert oder abnormal sind1. 

Dabei handelt es sich meist um CD8+ T-Zellen, selten um CD4+ T-Zellen8. Diese Zellen sind direkt 

zytotoxisch aktiv, indem sie die Apoptose der Zielzelle über drei mögliche Wege induzieren können50. 

Zum einen über eine granulaabhängige Exozytose, bei der nach Erkennung der Zielzelle über 

intrazelluläre Signalübertragung lytische Proteine wie Perforin, Granzyme und Granulysin freigesetzt 

werden51-53. Zum anderen erfolgt die Apoptoseinduktion über interzelluläre Fas-Rezeptor/Ligand-

Interaktionen, welche sowohl wichtig sind bei der Kontrolle konstant stimulierter T-Zellen und der 

Aufrechterhaltung der numerischen Zellhomöostase als auch bei der Förderung der Toleranz 

gegenüber Selbstantigenen54,55. Zuletzt gibt es den Pfad der Kreuzvernetzung von TNF mit TNF-

Rezeptor Typ 1. TNF ist eine Zytokin, das von aktivierten Immunzellen produziert wird und die 

Zellapoptose induziert, aber auch entzündliche Prozesse sowie die Zellaktivierung 

und -differenzierung unterstützt56-58. Ebenso wie CD4+ TH1-Zellen können auch CD8+ CTL IFN 

produzieren, jedoch in wesentlich geringeren Mengen59. 
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Neben CD8+ CTL sind auch CD4+ T-Zellen mit zytotoxischer Kapazität in der Literatur beschrieben60,61. 

Diese besitzen ebenfalls Granula mit lytischen Proteinen wie Granzyme und Perforin, deren 

zytotoxische Aktivität jedoch über eine MHCII-Aktivierung propagiert wird62,63. In gesunden 

Individuen scheinen durchschnittlich nicht mehr als 2 % der gesamten CD4+ T-Zellpopulation ein 

zytotoxisches Potential aufzuweisen60. 

 

1.2.2 Der T-Zellrezeptor 

Allen T-Zellpopulationen ist gemeinsam, dass sie ihr Antigen über ihren T-Zellrezeptor (TCR; 

T cell receptor) erkennen (Abb. 2). Dabei handelt es sich um ein Heterodimer, das auf der Oberfläche 

der CD4+ und CD8+ T-Zellen verankert ist1. Der TCR konventioneller T-Zellen setzt sich aus je einer α- 

und -Kette zusammen und kommt auf > 90 % der Zellen vor, während die Restlichen einen TCR aus 

je einer - und -Kette tragen und den unkonventionellen T-Zellen zugeordnet werden64,65. 

 

 

Abb. 2: Schematische Struktur des T-Zellrezeptors. Der T-Zellrezeptor ist ein Heterodimer aus zwei 

transmembranen Glykoproteinketten, in der Regel eine α- und eine -Kette, die über eine Disulfidbrücke 

miteinander verbunden sind. Jede Kette besteht aus einer V (variablen), einer C (konstanten)-Region sowie 

einem transmembranen und einem kurzen zytoplasmatischen Bereich. Die V-Region setzt sich aus 

verschiedenen Segmenten zusammen; bei der α-Kette aus einem V- und einem J (joining)-Segment und bei der 

-Kette zusätzlich aus einem D (diversity)-Segment. (modifiziert nach Mak & Saunders 2006
64

) 

 

Jede Kette des α-Heterodimers besteht aus einer variablen (V; variable) und einer konstanten (C; 

constant) Region sowie einem transmembranen und einem zytoplasmatischen Bereich. Die V-Region 

beider Ketten setzt sich aus einem V- und einem J (joining)-Segment zusammen, die -Kette besitzt 

zusätzlich noch ein D (diversity)-Segment und somit eine höhere Variabilität als die α-Untereinheit. 
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Um auf die Vielzahl der pathogenen Strukturen reagieren zu können, weist die Gesamtheit der 

T-Zellen eine theoretische Diversität des TCR-Repertoires von ≈ 1018 verschiedenen 

Antigenspezifitäten auf8. Diese Diversität ist bedingt durch das Konzept der somatischen V(D)J-

Rekombination, einem Prozess, der ausschließlich in sich entwickelnden B- und T-Zellen von 

Vertebraten stattfindet. Hierbei kommt es auf der Ebene der Desoxyribonukleinsäure (DNA; 

deoxyribonucleic acid) zu genetischen Umlagerungsprozessen, bei denen verschiedene funktionale 

Gensegmente aus den Gruppen der V-, D-, J- und C-Segmente zusammengesetzt werden. Außerdem 

kommt es zu einer zusätzlichen junktionalen Diversifikation durch Insertion und Deletion von 

Nukleotiden zwischen den einzelnen Segmenten1,8,66. Eine individuelle T-Zelle trägt in der Regel 

zwischen 1*104 und 3*104 identische Kopien eines TCR auf ihrer Oberfläche64, wobei bis zu 30 % der 

α-T-Zellen zwei verschiedene Vα-Ketten67, aber nur bis zu 1 % zwei verschiedene V-Ketten 

exprimieren68,69. Dies ist auf das Phänomen der allelischen Exklusion zurückzuführen, bei der eine 

rearrangierte -Kette das Rearrangement einer weiteren -Kette unterdrückt70,71. Dieses Prinzip gilt 

nicht für die α-Kette. 

 

1.3 Die Leber 

Die Leber, das zentrale Stoffwechselorgan des Körpers, übernimmt Aufgaben wie die Regulation des 

Stoffwechsels, Entgiftungs- und Ausscheidungsfunktionen, die Produktion lebenswichtiger 

Substanzen wie Gerinnungsfaktoren und die Förderung der Glukosehomöostase72. Erkrankungen der 

Leber können angeborener, infektiöser, immunologischer, maligner oder toxischer Natur sein. Eine 

Form der Lebererkrankung ist die Hepatitis, die Entzündung der Leber. Diese zeichnet sich durch ein 

Entzündungsinfiltrat in der Leber aus und kann unter anderen durch Hepatitisviren, aber auch 

Giftstoffe wie Medikamente und Alkohol verursacht werden. Bei Chronifizierung der Hepatitis ist 

Fibrose eine Folge, bei der es zu einer Verhärtung des elastischen Lebergewebes durch Einlagerung 

von Kollagen sowie dem Absterben von Leberparenchymzellen, den Hepatozyten, kommt. Dadurch 

können Stoffwechsel- und Entgiftungsfunktionen der Leber nicht mehr adäquat ausgeführt werden 

und Komplikationen durch eine gestörte Blutzirkulation durch die Leber entstehen. Auch maligne 

Erkrankungen wie das Hepatozelluläre und Cholangiozelluläre Karzinom können die Leber primär 

betreffen. Eine seltene Form von Lebererkrankungen stellen autoimmune Lebererkrankungen dar, 

welche in Abschnitt 1.4 erörtert sind. 

 

1.3.1 Funktion und Aufbau der Leber 

Die Leber ist mit rund 1500 g das größte parenchymatöse Organ im adulten Organismus und 

entspricht ca. 2 % des Körpergewichts73. Zu ihren Aufgaben gehören Funktionen, die andere Organe 

unterstützen und den gesamten Organismus beeinflussen. Essentielle Funktionen sind unter 
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anderem die Proteinsynthese und der Metabolismus von Aminosäuren, Kohlenhydraten, Lipiden und 

Vitaminen. Eine weitere wichtige Funktion der Leber stellt die Degradierung und Entfernung von 

Toxinen, exogenen Antigenen und infektiösen Agenzien dar, welche ihr über das venöse Blut der 

Pfortader (Vena portae) zugeführt werden. Dieses Blut kommt aus dem Gastrointestinaltrakt und ist 

deshalb sehr antigenreich74. Da die Leber zugeleitete Nährstoffe verarbeitet, speichert oder als 

Stoffwechselprodukte an das Blut wieder abgibt, kommt es hier zu einer permanenten Exposition 

von körpereigenen, körperfremden und pathogenen Strukturen. Aufgrund dessen entwickelte das 

Immunsystem spezialisierte Mechanismen der Immuntoleranz in der Leber zur Vermeidung einer 

immunen Überaktivierung, welche sich bei Notwendigkeit in Responsivität umkehren kann73,75-77. 

 

1.3.2 Die Leber als immunologisches Organ 

Die Leber ist ein Organ mit tolerogenen Eigenschaften76, besitzt also die Fähigkeit eine 

Entzündungsreaktion zu unterdrücken. So ist eine ihrer immunologischen Funktionen die 

Eliminierung von aktivierten T-Zellen78. Die strukturelle Organisation der Leber hat tiefgreifende 

Auswirkungen auf ihre Immunfunktion79. Neben den in Abschnitt 1.3.1 beschriebenen anatomischen 

Eigenschaften besitzt die Leber auch mikroanatomische Besonderheiten. Zusätzlich zu den 

parenchymatösen Zellen (Abb. 3) weist die Leber verschiedene Populationen hochspezialisierter 

nichtparenchymatöser Zellen auf, aus denen sich verschiedene strukturelle Systeme der Leber 

zusammensetzen74. So wird das Blut aus der Pfortader durch ein Netzwerk aus kleinen 

Kapillargefäßen, den sog. Sinusoiden, welche von hepatischem Parenchym aus Hepatozyten 

umgeben sind, zu einer Zentralvene (Vena centralis) weitergeleitet. Die Sinusoide sind von 

sinusoidalen Leberendothelzellen (LSEC; liver sinusoidal endothelial cells) ausgekleidet, denen, im 

Vergleich zum üblichen vaskulären Endothel, die Basalmembran fehlt und die Fenestrierungen 

aufweisen, womit ein erleichterter Übergang von Molekülen und Antigenen aus dem Blut direkt in 

das Parenchym ermöglicht wird80-82. Sie grenzen nicht direkt an die Hepatozyten, sondern sind durch 

einen Spaltraum, den sog. Dissé-Raum, davon getrennt. Aufgrund des schmalen Durchmessers der 

Sinusoide kommt es zu einer minimalen Erhöhung des Blutdruckes und somit zu einer Stauung des 

Blutflusses, wodurch der Kontakt zwischen den Zellen des Immunsystems verlängert und deren 

Extravasation, also Auswanderung, aus dem Blut in das Gewebe gefördert wird79. Die Sinusoide 

weisen ein komplexes Repertoire an Zellen des Immunsystems auf, welche sowohl dem innaten als 

auch dem adaptiven Immunsystem zugeordnet sind: LSEC, leberresidierende Makrophagen (Kupffer-

Zellen), Dendritische Zellen, hepatische Sternzellen und leberresidierende Lymphozyten73,79. Die 

nichtparenchymatösen Zellen machen rund ⅓ der Gesamtzellzahl der Leber aus. 
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Abb. 3: Zellzusammensetzung einer gesunden Leber. Die prozentualen Angaben geben die geschätzte 

Frequenz der jeweiligen Zellpopulation in Bezug auf die übergeordnete Gruppe an. (modifiziert nach 

Racanelli et al. 2006
79

 und Bogdanos et al. 2013
73

) 

 

1.3.3 T-Zellen in der Leber 

T-Zellen haben am intrahepatischen Lymphozytenkompartiment einen Anteil von ca. 63 % (Abb. 3). 

Dabei unterscheiden sich die leberresidierenden T-Zellen in der Zusammensetzung funktionell und 

phänotypisch von zirkulierenden T-Zellen83. Zu den 1*1010 intrahepatischen Lymphozyten79 gehören 

sowohl die konventionellen CD4+ und CD8+ α-T-Zellen als auch unkonventionelle Lymphozyten wie  

-T-Zellen und andere CD4-CD8- T-Zellen74. Es zeigte sich, dass die intrahepatische CD4/CD8-Ratio 

mit 1:3,5 invers zur Ratio der zirkulierenden T-Zellen mit 2:1 ist, aber auch -T-Zellen kommen in der 

Leber fünfmal häufiger vor als in der Peripherie83. Innerhalb der gesunden Leber befinden sich die 

Lymphozyten weitgehend in den Portalfeldern, also den Strukturen im Lebergewebe, in denen die 

Blutgefäße liegen; sie können aber auch im gesamten Parenchym verstreut sein83. Die 

Zusammensetzung und Lokalisation der Lymphozytenpopulationen ändert sich eklatant im Zuge von 

akuten oder chronischen Erkrankungen73. 

In aller Regel führt die Aktivierung naїver T-Zellen durch Hepatozyten zur Toleranzinduktion anstatt 

zu inflammatorischen Immunreaktionen84. Die Toleranz gegenüber Leberantigenen ist nicht auf eine 

generelle Immunsuppression, sondern auf spezifische Prozesse zurückzuführen; dabei sind 
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spezifische TCR/MHC-Interaktionen an den tolerogenen Mechanismen beteiligt. Im Falle der 

CD4+ T-Zellen erfolgt die Aktivierung durch leberspezifische APC wie Kupfferzellen, Dendritische 

Zellen und LSEC, was zu einer Immundeviation führt. Hierbei differenzieren naїve CD4+ T-Zellen zu 

antiinflammatorischen TH2-Zellen oder Treg, statt zu proinflammatorischen TH1- oder TH17-Zellen85-88.  

Dahingegen wird MHCI von allen Leberzellen exprimiert, die damit als APC für CD8+ T-Zellen 

fungieren können. In der Leber kann die Aktivierung von CD8+ T-Zellen zu deren Deletion oder 

Induktion von Anergie führen84,89-92.  

Die Immunantwort auf viele hepatotrope Pathogene wie Hepatitis-B-Virus, ist mit einer starken und 

andauernden CD4+ und CD8+ T-Zellantwort assoziiert79. Aufgrund einer vorwiegenden Präsentation 

intrazellulärer Peptide durch MHCI kommt den intrahepatischen CD8+ T-Zellen eine tragende Rolle 

zu. Zu den Effektorfunktionen zählen die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IFN 

und TNFα, aber auch zytolytische Mechanismen wie die Freisetzung von Perforin und Granzymen 

sowie die Fas-vermittelte Apoptose93,94. Studien zeigen, dass aktivierte CD8+ T-Zellen unabhängig von 

ihrer Antigenspezifität in die Leber rekrutiert und/oder dort festgehalten werden95,96. Nach 

Erkennung ihres Antigens kommt es zu einer schnellen Proliferation dieser Zellen95 und zu einer 

frühen und schnell wieder abfallenden IFN-Produktion sowie einer später einsetzenden und 

anhaltenden Granzym B-Produktion und Zytotoxität79. 

 

1.4 Autoimmune Lebererkrankungen 

1.4.1 Überblick 

Selbsttoleranz bezeichnet die Fähigkeit des adaptiven Immunsystems, körpereigene Stoffe von 

körperfremden zu unterscheiden und diese zu tolerieren. Autoimmunität repräsentiert die Störung 

oder das Versagen von Mechanismen der Selbsttoleranz, bei dem eine Immunreaktion gegenüber 

Selbstantigenen generiert wird1,8. Somit stellt Selbsttoleranz eine Kardinalfunktion des normalen 

Immunsystems dar und dessen Versagen führt zu Autoimmunerkrankungen1. Da 

Autoimmunerkrankungen nur bei 3 - 8 % der Bevölkerung auftreten97, sind autoimmune 

Lebererkrankungen aufgrund der tolerogenen Eigenschaften der Leber vergleichsweise seltener. In 

der hepatischen Toleranz scheinen diverse intrahepatische Zellen und das außergewöhnliche 

Mikromilieu der Leber involviert zu sein. Limmer et al.98 zeigten, dass ein Toleranzbruch per se nicht 

ausreicht, um leberspezifische Autoimmunität zu induzieren, sondern dass für eine organspezifische 

Autoimmunerkrankung zumindest zwei unabhängige Schritte notwendig sind: Zum einen die Umkehr 

der peripheren Toleranz, was zu einer funktionellen Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen führt. 

Zum anderen die Konditionierung des hepatischen Mikromilieus, welches die aktivierten T-Zellen 

befähigt, Gewebeschäden zu verursachen. Dennoch ist beim derzeitigen Stand der Forschung unklar, 

welche Ursachen zu autoimmunen Lebererkrankungen führen. Spekuliert wird unter anderem über 
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interkurrente Infekte, molekulares Mimikry, aber auch Umweltfaktoren und genetische 

Prädisposition scheinen Autoimmunität zu induzieren99-106. Ist es zu einer intrahepatischen 

Immunreaktion mit entsprechender Immunaktivierung gekommen, chronifiziert dieser Prozess häufig 

durch das veränderte, proinflammatorische Zytokinmilieu. Zu den autoimmunen Erkrankungen der 

Leber zählen die Primär Biliäre Zirrhose (PBC), die Primär Sklerosierende Cholangitis (PSC) und die 

Autoimmune Hepatitis (AIH) sowie deren Überlappungsformen. Die Ätiopathogenese der 

verschiedenen autoimmunen Lebererkrankungen ist nicht gut verstanden, führt aber bei 

Nichtbehandlung zu einer Leberzirrhose. Von den drei autoimmunen Lebererkrankungen gilt die AIH 

als typische Autoimmunerkrankung, da sie durch autoreaktive T-Zellen, inflammatorische Infiltrate, 

erhöhte -Globulinspiegel, Autoantikörper und genetische Prädisposition gekennzeichnet ist. Meist 

zeigt sie ein gutes Ansprechen auf eine immunsuppressive Therapie107,108. 

 

1.4.2 Die Autoimmune Hepatitis 

1.4.2.1 Definition, Diagnostik und Therapie 

Die AIH ist eine progrediente und immunvermittelte, entzündliche Lebererkrankung, die sich in 

akuter oder chronischer Form präsentiert und unbehandelt zu Fibrose bzw. Zirrhose führt109-112. Die 

Erkrankung zeigt eine Prävalenz von 10,7 - 23,9/100.000 Einwohnern in Europa113-115 und kann 

Personen jeder Altersgruppe betreffen, wobei das mittlere Alter bei Diagnosestellung zwischen 40 

und 50 Jahren liegt108. Auch Manifestationen in Kindheit und jungem Erwachsenenalter sind üblich 

und zeigen häufig einen akuten ikterischen Krankheitsbeginn116. Frauen sind von dieser Erkrankung 

häufiger betroffen als Männer107-112. Klinisch zeigt die AIH vielfältige Symptome: Über ein Drittel der 

Patienten fallen klinisch durch eine akute ikterische Hepatitis bis hin zu einem fulminanten 

Leberversagen auf108,117-120, die Mehrheit der Patienten zeigt jedoch unspezifische Symptome wie 

Fatigue, Gewichtsverlust, Oberbauch- oder Gelenkschmerzen. Einige Patienten sind beschwerdearm, 

so dass die AIH erst spät diagnostiziert wird und bei der Diagnosestellung bereits eine Zirrhose 

besteht108,111. Die Heterogenität der klinischen AIH-Präsentation erschwert somit die 

Diagnosestellung, weshalb vier Diagnosekriterien zum Nachweis der AIH festgelegt wurden: 

Laborchemisch zeichnet sich die Erkrankung durch spezifische Autoantikörper, erhöhte 

Aminotransferasenwerte, einer spezifischen Erhöhung von Immunglobulin G (IgG) im Serum 

und/oder einer Hypergammaglobulinämie aus, die in aller Regel 1,2- bis 3-mal über der Norm 

liegt109,110. Da aber Aminotransferasen und IgG-Werte nicht den Umfang der inflammatorischen 

Aktivität oder die An- bzw. Abwesenheit einer Zirrhose widergeben, ist zur Diagnosesicherung eine 

Leberhistologie zwingend notwendig sowie der Ausschluss anderer Hepatitiden110,111. Es gibt mehrere 

klinische Diagnosescores der AIH: Zum einen den Score der „International Autoimmune Hepatitis 

Group“121,122 und zum anderen den vereinfachten Score123. Die Prognose einer unbehandelten AIH ist 
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schlecht, jedoch konnte schon in den 70er Jahren gezeigt werden, dass eine immunsuppressive 

Therapie zu einer Verringerung der Mortalität in der frühen aktiven Phase der Erkrankung führt124-127. 

Die derzeitige Standardtherapie der AIH basiert auf der Gabe von Glukokortikoiden wie Prednisolon 

in Kombination mit Azathioprin als steroidsparende Maßnahme107-112,128. Dies führt bei 85 % der 

Patienten zu einer Remission, die meist durch eine fortdauernde Medikation aufrechterhalten 

bleibt112,129-131. Da durch Glukokortikoide bei andauernder systemischer Anwendung starke 

Nebenwirkungen auftreten wie das Cushing-Syndrom, die Schwächung der Immunabwehr, aber auch 

die Entstehung und Verstärkung von Diabetes mellitus128,132,133, ist die Entwicklung einer steroidfreien 

AIH-Therapie erstrebenswert. 

 

1.4.2.2 Genetische Prädisposition 

Es wird postuliert, dass Autoimmunerkrankungen in genetisch prädisponierten Personen in 

Kombination mit einem Umweltantigen ausgelöst werden109,134. Bei europäischen und 

nordamerikanischen AIH-Patienten konnte eine Assoziation von Genen innerhalb des humanen 

Leukozytenantigen (HLA; human leukocyte antigen)-Systems mit einer AIH-Suszeptibilität hergestellt 

werden, im speziellen mit den Allelen HLA-DR3 (DRB1*0301) und DR4 (DRB1*0401)109,115,135. Dabei 

handelt es sich um MHCII-Moleküle, die daran beteiligt sind, antigene Peptide gegenüber 

CD4+ T-Zellen zu präsentieren und somit an der Initiierung der adaptiven Immunantwort involviert 

sind111. Ferner zeigen AIH-Patienten eine Häufung weiterer Autoimmunerkrankungen, insbesondere 

Schilddrüsenerkrankungen107-111. 

 

1.4.2.3 Autoantikörper 

Autoimmunerkrankungen sind gekennzeichnet durch die Produktion von Antikörpern, die gegen 

körpereigene Zellen oder Gewebe gerichtet sind. Die AIH wird anhand von Autoantikörperspektren in 

mehrere Typen unterteilt: Für die AIH Typ I sind antinukleäre Antikörper (ANA) und Antikörper gegen 

glatte Muskulatur (SMA; smooth muscle antibodies) charakteristisch111,136. Es gibt Hinweise, dass der 

SMA-Antikörpertiter mit der Schwere der Erkrankung korreliert137. Bei der AIH Typ II sind Antikörper 

gegen Mikrosomen der Leber und Niere (LKM; liver kidney microsomes) charakteristisch111,136, die 

gegen Cytochrom P450 2D6 (CYP2D6) gerichtet sind138-141. Dieser Typ stellt eine Sondergruppe dar, da 

er sich vornehmlich bei Kindern und jungen Erwachsenen manifestiert und die Patienten in der Regel 

einen schweren Verlauf zeigen und lebenslang therapiert werden müssen109. Ein möglicher AIH Typ III 

zeichnet sich durch Autoantikörper gegen lösliches Leberantigen (SLA/LP; soluble liver antigen/liver 

pancreas) aus142,143, die gegen die O-Phosphoseryl-tRNA:Selenocyteinyl-tRNA-Synthase (SepSecS) 

gerichtet sind144,145. Es wurde zeitweise diskutiert, ob der Typ III eine eigenständige Entität darstellt, 

dann aber aufgrund des gleichen klinischen Verlaufs dem Typ I zugeordnet. Jedoch sind einzig die 
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SLA/LP-Antikörper spezifisch für die AIH, während die anderen Autoantikörper auch in Patienten mit 

viraler Hepatitis oder anderen immunvermittelten Erkrankungen auftreten können128,146,147. 

 

1.4.2.4 Pathogenetische Aspekte 

Bei der AIH kommt es zu einer progredienten Zerstörung des Leberparenchyms durch das 

körpereigene Immunsystem, wobei die Ätiopathogenese bisher unzureichend verstanden ist. 

Ungeachtet der auslösenden Faktoren, scheint der Pathomechanismus der AIH komplex zu sein148. 

Dabei führt eine fehlgeleitete Immunregulation und die damit verbundene Gegenwart von 

autoreaktiven T-Zellen zu einer fortschreitenden Zerstörung von Hepatozyten in der Leber107,111. Die 

AIH zeichnet sich histologisch durch ein dichtes mononukleäres Zellinfiltrat aus, welches sich aus 

CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie Makrophagen, Granulozyten und antikörpersezernierenden 

Plasmazellen zusammensetzt und somit einen zellulären autoaggressiven Angriff der Leber 

impliziert109,148. Dass T-Zellen, vor allem CD4+ T-Zellen, eine eminente Rolle in der AIH-

Immunpathogenese spielen107, zeigt die genetische Prädisposition der AIH-Patienten bezüglich der 

MHCII-Moleküle HLA-DR3 und DR4135, der Nachweis von CD4+ T-Zellen in den lymphozytären 

Infiltraten in der Leber109,111,148 und die Identifikation von autoreaktiven CD4+ T-Zellen149-152. 

Mutmaßliche Mechanismen zur Induktion des Leberschadens in der AIH sind in Abb. 4 dargestellt. 

Die Immunantwort wird ausgelöst, indem naїven T-Zellen Autoantigene präsentiert werden. Studien 

gehen davon aus, dass CD4+ und CD8+ T-Zellen in situ aktiviert werden153,154. Dabei ist die 

Differenzierung in Gegenwart von entsprechenden Kostimuli abhängig vom Zytokinmilieu 

(Abschnitt 1.2.1.1). Die Gegenwart von IL-12 fördert die Differenzierung zu TH1-Zellen, die IL-2 und 

IFN sekretieren und so die Makrophagendifferenzierung induzieren, die Zytotoxizität von 

Natürlichen Killerzellen unterstützen und CD8+ T-Zellen aktivieren155-157. CD8+ CTL produzieren 

wiederum IFN und TNFα und wirken zytotoxisch nach Erkennung ihres MHCI/Antigen-Komplexes158. 

Hepatozyten exprimieren unter normalen Bedingungen kaum MHCI und kein MHCII159,160. Die 

Exposition von IFN führt zu einer MHCI-Aufregulierung auf den Hepatozyten und somit 

CD8+ T-Zellaktivierung, aber auch zu einer aberranten MHCII-Expression, wodurch Hepatozyten als 

APC für CD4+ T-Zellen fungieren können111,161,162. Die IL-4-gestützte Differenzierung zu TH2-Zellen 

führt zur Sekretion von IL-10, IL-4 und IL-13, die wiederum die B-Zellmaturierung und die daraus 

resultierende Autoantikörperproduktion unterstützen. B-Zellen sind in die antikörpervermittelte 

hepatozelluläre Schädigung involviert, wobei erhöhte Antikörpertiter mit der Schwere der AIH 

korrelieren111,148.  
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Abb. 4: Mechanismen des Leberschadens in der Autoimmunen Hepatitis. Die Aktivierung naїver TH-Zellen 

durch Präsentation eines autoantigenen Peptids mit adäquater Kostimulation führt entsprechend des 

Zytokinmilieus zur Differenzierung von TH1-, TH2- und TH17-Zellen, deren Effektormoleküle direkt oder indirekt 

zum hepatozellulären Schaden führen: TH1-Zytokine stimulieren zytotoxische CD8
+
 T-Zellen, führen zu einer 

Aufregulation der MHCI- und Induktion der MHCII-Expression auf Hepatozyten und aktivieren Makrophagen. 

TH2-Zytokine fördern die Antikörpersekretion durch B-Zellen, wobei Autoantikörper in die 

antikörpervermittelte Zytotoxizität involviert sind. Pathogene TH17-Zellen sezernieren das proinflammatorische 

Zytokin IL-17, welches die hepatozelluläre IL-6-Sekretion fördert, das wiederum die TH17-Entwicklung 

unterstützt. APC = Antigenpräsentierende Zelle (Antigen presenting cell); IFN = Interferon; IL = Interleukin; 

MHC = Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility complex); TGF = Transformierender 

Wachstumsfaktor (Transforming Growth Factor); TH = T-Helferzelle; TNF = Tumornekrosefaktor. (nach 

Liberal et al. 2013
111

) 

 

TH17-Zellen fördern die Entzündung durch die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie 

IL-17 und induzieren die hepatozelluläre IL-6-Sekretion, welches wiederum die TH17-Aktivierung 

unterstützt111,163. Eine unzureichend kontrollierte TH17-Effektorantwort gilt als Treiber der 

Entzündungsreaktion bei autoimmunen Erkrankungen28,41,164,165. Treg scheinen eine wichtige Rolle in 

der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen Immuntoleranz und -aktivierung zu haben74. Die 

Mechanismen, die zum Zusammenbruch der Selbsttoleranz bei Autoimmunerkrankungen führen, 

sind noch nicht vollständig geklärt. So besagen diverse Studien, dass die Immunregulation bei AIH-

Patienten aufgrund numerischer und funktioneller Treg-Beeinträchtigungen versagt166-168. Dies konnte 

jedoch durch Peiseler et al. nicht bestätigt werden169. 
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1.4.3 Rekrutierung von T-Zellen in die entzündete Leber 

Die Rekrutierung von Zellen ist ein eminenter Mechanismus für verschiedene biologische Prozesse 

wie Entzündung, Tumormetastasierung oder Stammzellmigration. Dabei kommt es zur Migration von 

zirkulierenden Zellen aus dem Blut- oder Lymphstrom in das umliegende Gewebe, wobei Chemokine 

von zentraler Bedeutung sind. Hierbei handelt es sich um chemotaktische Zytokine, die selektiv an 

Chemokinrezeptoren der Zielzellen binden und eine zielgerichtete Migration entlang eines 

Konzentrationsgradienten induzieren170,171. Die lymphozytäre Infiltration der Leber erfolgt aufgrund 

diverser Stimuli wie Hepatitisviren, toxischer Schädigung oder Autoimmunerkrankungen172. 

Chemokine tragen zur Pathogenese der AIH bei, indem sie die Migration und Positionierung von 

entzündlichen und Immunzellen in der Leber orchestrieren173. Viele Chemokinrezeptoren binden 

affinitätsspezifisch verschiedene Chemokine und diverse Chemokine binden an mehr als einen 

Rezeptor, was darauf hinweist, dass Redundanz und Promiskuität charakteristisch für das 

Chemokinsystem sind174. Des Weiteren sind Chemokine und Chemokinrezeptoren nützlich bei der 

Identifizierung unterschiedlicher T-Zellsubpopulation175. In Abb. 5 ist das Chemokinrezeptorprofil von 

TH1- und TH17-Zellen veranschaulicht und den zur Rekrutierung in die Leber notwendigen Liganden. 

Leberinfiltrierende T-Zellen zeigen eine stark erhöhte Expression des Rezeptors CXCR3176, wobei CD4+ 

als auch CD8+ Effektorzellen in der Leber signifikant mehr CXCR3 exprimieren als im Blut177. Die 

CXCR3-Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11 werden durch die TH1-Zytokine IFN und TNFα 

induziert24,178,179. CXCL9 rekrutiert sowohl TH1- als auch TH17-Zellen in die Leber173,180,181. Auch CXCL10 

unterstützt die proinflammatorische TH1-Antwort182 und ist assoziiert mit einer progredienten 

Fibrose183. CXCL11 gilt ebenfalls als proinflammatorisch und rekrutiert aktivierte, jedoch nicht 

unstimulierte T-Zellen mit einer höheren Affinität für CXCR3 an als CXCL9 und CXCL10184. 

 

 

Abb. 5: Chemokinrezeptorprofil von TH1- und TH17-Zellen. Für TH1-Zellen ist die Expression der 

Chemokinrezeptoren CXCR3 und CCR5, für TH17-Zellen von CXCR3 und CCR6 charakteristisch. Die Rekrutierung 

proinflammatorischer Zellen in die entzündete Leber erfolgt entlang eines Chemokingradienten. CXCR3-

spezifische Liganden sind CXCL9, CXCL10 und CXCL11, ein CCR5-Ligand in der Leber ist CCL5 und der CCR6-

spezifische Ligand ist CCL20. CCL/CXCL = Chemokinligand; CCR/CXCR = Chemokinrezeptor; TH = T-Helferzelle. 
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Ein weiterer relevanter Chemokinrezeptor ist CCR5, der auf aktivierten leberinfiltrierenden 

Lymphozyten in der entzündeten Leber nachweisbar ist185-187. CCR5 ist für TH1-Zellen 

charakteristisch188 und wird zusammen mit CXCR3 auf der Zelloberfläche exprimiert24,189. Auch auf 

CD8+ T-Zellen wird die CXCR3/CCR5-Rezeptorkombination exprimiert24,190. Ein Ligand für CCR5 ist 

CCL5, welcher profibrotische Eigenschaften hat und die Infiltration von Immunzellen in die Leber 

erhöht191-193. Für TH17-Zellen ist die Expression des Rezeptors CCR6 in Kombination mit CXCR3 

charakteristisch, welche für die Rekrutierung und Positionierung im entzündeten Lebergewebe 

erforderlich sind24,181,194,195. CCL20 ist der einzige spezifische Ligand für CCR6 und fördert die 

Rekrutierung von TH17-Zellen in die Leber181,195. 
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1.5 Fragestellung 

Die AIH ist eine entzündliche Lebererkrankung autoimmuner Genese, die durch den Verlust der 

intrahepatischen Immuntoleranz charakterisiert ist und zur Zerstörung des Leberparenchyms führt. 

Der Pathomechanismus der AIH ist bisher unvollständig verstanden. Verschiedene Aspekte deuten 

jedoch darauf hin, dass T-Zellen eine zentrale Rolle in der Immunpathogenese der AIH einnehmen. So 

zeigen AIH-Patienten eine genetische Prädisposition bezüglich der MHCII-Moleküle HLA-DR3 und 

DR4. Außerdem sind T-Zellen im zellulären Infiltrat der Leber nachgewiesen. Zusätzlich konnten 

T-Zellepitope auf Autoantigenen in der AIH identifiziert werden. Jedoch sind der Phänotyp und die 

Funktion der T-Zellen in AIH-Patienten bisher unzureichend beschrieben. Im ersten Teil der 

vorliegenden Arbeit sollte daher anhand der Charakterisierung von T-zellspezifischen Zytokinen, 

Chemokinen und zytotoxischen Proteinen das Profil von zirkulierenden (extrahepatischen) und 

leberinfiltrierenden (intrahepatischen) T-Zellen in AIH-Patienten evaluiert werden. Hierfür sollten 

Lymphozyten aus dem Vollblut von AIH-Patienten vor Therapiebeginn isoliert und hinsichtlich ihrer 

Expression und Sekretion von TH1-, TH17- und TH2-spezifischen Zytokinen charakterisiert werden. Zur 

Untersuchung der migratorischen Eigenschaften sollte das Expressionsmuster T-zellrelevanter 

Chemokinrezeptoren und ihrer Liganden analysiert werden. Zudem sollten leberinfiltrierende 

Lymphozyten aus Lebergewebe von mehrheitlich nichttherapierten AIH-Patienten isoliert und 

ebenfalls hinsichtlich der Expression und Sekretion T-Zellspezifischer Zytokine und Chemokine 

untersucht werden. Zusätzlich sollte das zytotoxische Potential dieser Zellen anhand der Expression 

von zytotoxischen Effektorproteinen evaluiert werden. 

Beim derzeitigen Stand der Forschung ist noch unklar, inwieweit die Leberentzündung in der AIH 

tatsächlich durch autoantigenspezifische T-Zellen angetrieben ist. Eine weiterer möglicher 

Mechanismus der Leberschädigung stellt die Rekrutierung einer Vielzahl unspezifischer 

inflammatorischer „Bystander“-T-Zellen durch einige wenige autoreaktive T-Zellen dar. Im zweiten 

Teil der Arbeit sollten daher leberinfiltrierende Lymphozyten aus dem Lebergewebe von 

therapienaїven AIH-Patienten isoliert und T-Zellen auf Einzelzellniveau kloniert werden. Mittels TCR-

Repertoireanalyse sollte untersucht werden, ob die intrahepatischen zellulären Infiltrate von AIH-

Patienten eine antigengetriebene oligo- bzw. monoklonale Expansion von T-Zellen oder eine 

polyklonale Expansion vieler, womöglich unspezifischer T-Zellen widerspiegeln. 
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2 Patienten, Material und Methoden 

2.1 Patienten und humanes Probenmaterial 

2.1.1 Klinische Parameter der Patienten 

Der Diagnosesicherung einer AIH liegen unter anderem erhöhte Werte der Aminotransferasen ASAT 

(Aspartat-Aminotransferase) und ALAT (Alanin-Aminotransferase) sowie Hypergammaglobulinämie 

bzw. eine spezifische Erhöhung des -Globulins IgG im Serum zugrunde111. Bei den 

Aminotransferasen handelt es sich um Enzyme, die physiologisch innerhalb der Zelle vorliegen. Die 

ASAT kommt vor allem in Hepatozyten, aber auch in Zellen des Herz- und der Skelettmuskeln, des 

Gehirns, der Niere und des Pankreas vor. Die ALAT ist nahezu leberspezifisch und zeigt im Falle einer 

akuten oder chronischen Hepatitis eine höhere Konzentration im Serum als die ASAT. Der 

Normbereich für die ASAT und ALAT liegt bei Männern zwischen 10-50 IU/L und bei Frauen zwischen 

10-35 IU/L, der für IgG im Allgemeinen zwischen 7-16 g/L. Zur Evaluierung der AIH wurde der 

vereinfachte Diagnosescore nach Hennes et al.123 herangezogen. Dieser Score unterscheidet 

zwischen einer definitiven (mindestens 7 Punkte) und einer wahrscheinlichen (mindestens 6 Punkte) 

AIH-Diagnose. Dabei werden vier Kriterien berücksichtigt: erhöhte Autoantikörpertiter, erhöhtes IgG, 

die Leberhistologie und der Ausschluss einer Virushepatitis. Die AIH kann zu einem akuten 

Leberversagen führen oder als chronische Form über eine Fibrosierung des Lebergewebes zur 

Zirrhose führen. Von einer Chronifizierung der Hepatitis spricht man, wenn diese länger als sechs 

Monate anhält. In Tab. 1 sind die klinischen Parameter der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 

Patienten aufgeführt. 

 

Tab. 1: Klinische Parameter der untersuchten Patienten. ♀ = weiblich; ♂ = männlich; AIH = Autoimmune 

Hepatitis; ASAT = Aspartat-Aminotransferase; ALAT = Alanin-Aminotransferase; IgG = Immunglobulin G; 

n. u. = nicht untersucht. Normbereiche: ASAT und ALAT bei Frauen 10-35 IU/L, bei Männern 10-50 IU/L; 

IgG 7,00-16,00 g/L. Vereinfachter Diagnosescore nach Hennes et al.
123

: ≥ 6 = AIH wahrscheinlich, ≥ 7 = AIH 

gesichert. Der Status der AIH-Erkrankung ist eingestuft als 
(1)

 komplette bzw. 
(2)

 partielle Remission. 
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#1 AIH (1) ♀ 62 27 23 11,82 - + Serum 

#2 AIH (1) ♂ 59 24 36 14,20 - + Serum 

#3 AIH (1) ♀ 47 23 28 14,10 - + Serum 

#4 AIH (2) ♀ 74 33 37 17,70 - + Serum 

#5 AIH (1) ♀ 72 27 13 12,40 - + Serum 

#6 AIH (2) ♀ 51 42 60 18,00 - + Serum 

#7 AIH (2) ♀ 44 17 21 16,70 - + Serum 
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#8 AIH (2) ♀ 36 18 17 16,20 - + Serum 

#9 AIH ♀ 83 808 664 22,9 8 - Vollblut 

#10 AIH ♀ 47 77 126 19,41 8 - Vollblut, 

Gewebe 

#11 AIH ♀ 33 59 112 22,59 8 - Vollblut, 

Gewebe 

#12 AIH ♀ 78 663 815 33,3 8 - Vollblut, 

Gewebe 

#13 AIH ♂ 37 73 172 20,9 8 - Vollblut 

#14 AIH ♀ 46 88 162 16,2 7 - Vollblut 

#15 AIH ♀ 56 457 840 25,8 8 - Vollblut 

#16 AIH ♀ 52 488 593 13,6 6 - Vollblut 

#17 AIH ♀ 46 99 217 22,9 8 - Vollblut 

#18 AIH ♀ 64 63 77 12,8 6 - Vollblut 

#19 AIH ♀ 58 789 455 30,8 8 - Vollblut 

#20 AIH ♀ 59 433 957 16,2 7 - Vollblut 

#21 AIH ♀ 27 1339 940 8,76 6 - Gewebe 

#22 AIH ♀ 44 82 64 26,38 8 + Gewebe 

#23 AIH ♀ 38 53 80 19,33 8 + Gewebe 

#24 AIH ♀ 28 85 116 27,37 8 - Gewebe 

#25 AIH ♀ 66 19 21 11,9 6 + Gewebe 

#26 AIH ♀ 53 518 416 51,6 8 - Gewebe 

#27 AIH ♀ 54 48 36 25 8 - Gewebe 

#28 AIH ♀ 43 272 493 17,4 7 - Gewebe 

#29 AIH ♀ 37 857 2550 15,3 6 - Gewebe 

#30 AIH ♂ 28 2207 2592 23,6 8 - Gewebe 

#31 bzgl. Leber 

gesund 

♀ 44 22 34 8,45  - Serum 

#32 bzgl. Leber 

gesund 

♂ 73 77 45 18,60  - Serum 

#33 bzgl. Leber 

gesund 

♂ 26 20 12 9,63  - Serum 

#34 bzgl. Leber 

gesund 

♀ 79 50 61 n. u.  - Serum 

#35 bzgl. Leber 

gesund 

♂ 20 97 121 9,13  - Serum 

#36 bzgl. Leber 

gesund 

♀ 18 15 20 11,00  - Serum 

#37 bzgl. Leber 

gesund 

♀ 70 23 19 n. u.  - Serum 
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Zusätzlich wurden Vollblutproben von insgesamt zehn gesunden Probanden analysiert, bei denen die 

klinischen Parameter ASAT und ALAT und IgG nicht untersucht wurden. Diese Probanden waren zum 

Zeitpunkt der Probennahme nicht immunsuppressiv therapiert. 

 

2.1.2 Serumproben 

Bei den untersuchten Serumproben handelte es sich um Restmaterial aus der Diagnostik der 

I. Medizinischen Klinik und Poliklinik des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf. Blutserum ist der 

flüssige Teil des Blutes, welcher sich nach abgeschlossener Blutgerinnung als klarer Überstand 

abtrennt. Zur Serumgewinnung wurde den Patienten Vollblut mithilfe spezieller Serumröhrchen 

(S-Monovette® 7,5 ml, Serum-Gel, steril) entnommen, diese abzentrifugiert und das Serum als 

Überstand abgenommen. Die Probenlagerung erfolgte bei -80 °C. 

 

2.1.3 Patientenkohorte zur Untersuchung des Serums 

Zur Untersuchung des Zytokinprofils von AIH-Patienten wurden unter anderem Serumproben 

verwendet. Die klinischen Parameter der Patienten- und Kontrollkollektive sind in Tab. 2 aufgeführt. 

Nicht untersuchte Parameter einzelner Probanden in den jeweiligen Kohorten wurden bei den 

Berechnungen der medianen Konzentrationen des jeweiligen Parameters nicht berücksichtigt. Die 

Patientenkohorte bestand aus je vier Patienten mit AIH in kompletter Remission bzw. partieller 

Remission, welche zum Zeitpunkt der Probennahme immunsuppressiv therapiert wurden. Eine 

komplette Remission ist dadurch definiert, das die Werte der Aminotransferasen und von IgG unter 

der Obergrenze des Normbereichs liegen; eine partielle Remission wird definiert durch a) eine 

Besserung der Aminotransferasenwerte auf das zweifache der Obergrenze des Normbereiches oder 

b) eine Normalisierung der Aminotransferasenwerte ohne komplette Normalisierung des IgG108. Die 
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#38 bzgl. Leber 

gesund 

♀ 36 n. u. n. u. n. u.  - Serum 

#39 bzgl. Leber 

gesund 

♂ 64 31 31 16,70  - Serum 

#40 Adenom ♀ 30 51 n. u. n. u.  - Gewebe 

#41 Adenom ♀ 18 69 n. u. n. u.  - Gewebe 

#42 NASH ♀ 60 45 42 n. u.  - Gewebe 

#43 NASH ♂ 59 41 66 n. u.  - Gewebe 
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Kontrollgruppe umfasste neun Patienten mit Erkrankungen verschiedener Symptomatik, die 

bezüglich der Leber als gesund eingestuft und nicht immunsuppressiv therapiert wurden. 

 

Tab. 2: Klinische Parameter der Patienten- und Kontrollkohorte zur Untersuchung der Zytokinkonzentration 

im Serum. AIH = Autoimmune Hepatitis; ASAT = Aspartat-Aminotransferase; ALAT = Alanin-Aminotransferase; 

IgG = Immunglobulin G. Normbereiche: ASAT und ALAT bei Frauen 10-35 IU/L, bei Männern 10-50 IU/L; 

IgG 7,00-16,00 g/L. Für das Alter, die ASAT-, ALAT- und IgG-Werte sind die Mediane und Datenbereiche (in 

Klammern) angegeben. Nicht untersuchte Parameter wurden in die Auswertung nicht mit einbezogen: 

Parameter bei * 1 Proband bzw. *** 3 Probanden nicht untersucht. 

Diagnose-

gruppe 

Geschlecht 

(m/w) 

Median Alter 

(Jahre) 

Median ASAT 

(IU/L) 

Median ALAT 

(IU/L) 

Median IgG 

(g/L) 

AIH 

(n = 8) 

1/7 55 

(36-74) 

25,5 

(17-42) 

25,5 

(17-60) 

15,20 

(11,82-18,00) 

Kontrolle 

(n = 9) 

4/5 44 

(18-79) 

27,0* 

(15-97) 

32,5* 

(12-121) 

10,32*** 

(8,45-18,60) 

 

Zur Zeit der Probennahme wiesen die untersuchten Patienten mit einer AIH-Erkrankung eine 

mediane ASAT von 25,5 IU/L und eine mediane ALAT von 25,5 IU/L auf und lagen somit unabhängig 

vom Geschlecht im Normbereich. Auch die Patienten der Kontrollgruppe lagen mit einer medianen 

ASAT von 27,0 IU/L und medianen ALAT von 32,5 IU/L unabhängig vom Geschlecht im Normbereich. 

In der AIH-Kohorte war das mediane IgG mit 15,20 g/L um 0,80 g/L unter der Obergrenze des 

Normbereiches. In der Kontrollkohorte war das mediane IgG mit 10,32 g/L niedriger als in der AIH-

Gruppe. 

 

2.1.4 Buffy Coat und Vollblutproben 

Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC; peripheral blood mononuclear cells) wurden aus 

Vollblut und Buffy Coats isoliert. Die Bereitstellung von humanem Vollblut zu Untersuchungszwecken 

erfolgte freundlicherweise durch die Leberambulanz des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf. 

Zur Entnahme wurden sterile S-Monovetten® (Kalium-EDTA) benutzt. Die Verwendung der humanen 

Blutproben erfolgte nach den Richtlinien der lokalen Ethikkommission. Die Buffy Coats wurden vom 

Institut für Transfusionsmedizin des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf bezogen wurden. 

Hierbei handelt es sich um ein Konzentrat aus Leukozyten und Thrombozyten. 

 

2.1.5 Patientenkohorte zur Untersuchung der mononukleären Zellen aus peripherem Blut 

In Tab. 3 sind die klinischen Charakteristika der AIH-Patienten und Kontrollprobanden zur 

Untersuchung des Genexpressionsprofils der PBMC angegeben. Die acht Patienten der AIH-Kohorte 

wiesen zum Zeitpunkt der Probennahme eine erhöhte mediane ASAT von ≈ 273 IU/L und eine 

erhöhte mediane ALAT von ≈ 383 IU/L auf. Das mediane IgG lag bei ≈ 22 g/L. Alle acht Patienten 
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waren zum Zeitpunkt der Probennahme therapienaïv. Die Kontrollkohorte umfasste zehn gesunde 

Probanden, die bei der Probenentnahme nicht immunsuppressiv therapiert wurden. Die ASAT-, 

ALAT- und IgG-Werte dieser Probanden wurden nicht ermittelt. 

 

Tab. 3: Klinische Parameter der Patienten- und Kontrollkohorte zur Untersuchung der Genexpression in 

PBMC. AIH = Autoimmune Hepatitis; ASAT = Aspartat-Aminotransferase; ALAT = Alanin-Aminotransferase; 

IgG = Immunglobulin G; n. u. = nicht untersucht. Normbereiche: ASAT und ALAT bei Frauen 10-35 IU/L, bei 

Männern 10-50 IU/L; IgG 7,00-16,00 g/L. Für das Alter, die ASAT-, ALAT- und IgG-Werte sind die Mediane und 

Datenbereiche (in Klammern) angegeben. 

Diagnose-

gruppe 

Geschlecht 

(m/w) 

Median 

Alter 

(Jahre) 

Median 

ASAT 

(IU/L) 

Median 

ALAT 

(IU/L) 

Median 

IgG 

(g/L) 

therapienaïv/ 

immunsuppressive 

Therapie 

AIH 

(n = 8) 

1/7 49,5 

(33-83) 

272,5 

(59-808) 

382,5 

(112-840) 

21,75 

(13,60-

33,30) 

8/0 

Gesund 

(n = 10) 

1/9 27 

(24-37) 

n. u. n. u. n. u. 10/0 

 

Das Zytokinprofil der PBMC von AIH-Patienten wurde außerdem in Zellkulturüberständen untersucht. 

Die klinischen Parameter der AIH-Patienten- und Kontrollgruppen sind in Tab. 4 aufgeführt. Die 

mediane ASAT mit 445 IU/L und mediane ALAT mit 524 IU/L in der AIH-Kohorte lagen zum Zeitpunkt 

der Probennahme über der Obergrenze des Normbereiches von 35 IU/L. Das mediane IgG lag mit 

19,55 g/L ebenfalls über dem Normbereich. Alle AIH-Patienten dieser Kohorte wurden zum Zeitpunkt 

der Probennahme nicht immunsuppressiv therapiert. Die klinischen Parameter ASAT, ALAT und IgG 

der sechs therapienaïven Kontrollprobanden wurden nicht untersucht. 

 

Tab. 4: Klinische Parameter der Patienten- und Kontrollkohorte zur Untersuchung der Zytokinkonzentration 

im Zellkulturüberstand. AIH = Autoimmune Hepatitis; ASAT = Aspartat-Aminotransferase; ALAT = Alanin-

Aminotransferase; IgG = Immunglobulin G; n. u. = nicht untersucht. Normbereiche: ASAT und ALAT bei Frauen 

10-35 IU/L, bei Männern 10-50 IU/L; IgG 7,00-16,00 g/L. Für das Alter, die ASAT-, ALAT- und IgG-Werte sind die 

Mediane und Datenbereiche (in Klammern) angegeben. 

Diagnose-

gruppe 

Geschlecht 

(m/w) 

Median 

Alter 

(Jahre) 

Median 

ASAT 

(IU/L) 

Median 

ALAT 

(IU/L) 

Median 

IgG 

(g/L) 

therapienaïv/ 

immunsuppressive 

Therapie 

AIH 

(n = 6) 

0/6 54 

(46-59) 

445 

(88-789) 

524 

(162-957) 

19,55 

(13,60-

30,80) 

6/0 

Gesund 

(n = 6) 

1/5 28 

(26-32) 

n. u. n. u. n. u. 6/0 
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Des Weiteren wurde die Zellfrequenz verschiedener PBMC-Populationen anhand ihres Zytokinprofils 

mittels Durchflusszytometrie untersucht. In Tab. 5 sind die klinischen Daten der AIH-Patienten- und 

Kontrollkohorte aufgelistet. 

 

Tab. 5: Klinische Parameter der Patienten- und Kontrollkohorte zur durchflusszytometrischen 

Frequenzanalyse der PBMC. AIH = Autoimmune Hepatitis; ASAT = Aspartat-Aminotransferase; ALAT = Alanin-

Aminotransferase; IgG = Immunglobulin G; n. u. = nicht untersucht. Normbereiche: ASAT und ALAT bei Frauen 

10-35 IU/L, bei Männern 10-50 IU/L; IgG 7,00-16,00 g/L. Für das Alter, die ASAT-, ALAT- und IgG-Werte sind die 

Mediane und Datenbereiche (in Klammern) angegeben. 

Diagnose-

gruppe 

Geschlecht 

(m/w) 

Median 

Alter 

(Jahre) 

Median 

ASAT 

(IU/L) 

Median 

ALAT 

(IU/L) 

Median 

IgG 

(g/L) 

therapienaïv/ 

immunsuppressive 

Therapie 

AIH 

(n = 6) 

0/6 54 

(46-83) 

278 

(63-808) 

405 

(77-840) 

19,55 

(12,80-

25,80) 

6/0 

Gesund 

(n = 8) 

1/7 28 

(26-32) 

n. u. n. u. n. u. 8/0 

 

Alle untersuchten Proben der AIH-Kohorte waren zum Zeitpunkt der Probenahme von 

therapienaïven Patienten. Diese wiesen eine erhöhte mediane ASAT mit 278 IU/L und eine erhöhte 

mediane ALAT mit 405 IU/L auf. Das mediane IgG lag mit ≈ 20 g/L ebenfalls über dem Normbereich. 

Die ASAT-, ALAT und IgG-Werte der acht gesunden und therapienaïven Kontrollprobanden wurden 

nicht gemessen. 

 

2.1.6 Gewebeproben 

Leberinfiltrierende Lymphozyten (LIL; liver infiltrating lymphocytes) wurden aus Leberbiopsien 

isoliert. Diese Gewebezylinder wurden den Patienten mittels der nicht-invasiven 

Minilaparoskopiemethode entnommen196. Die Entnahme der Biopsien erfolgte freundlicherweise 

durch Mitglieder der I. Medizinischen Klinik und Poliklinik des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf. Die Verwendung der humanen Gewebeproben erfolgte nach schriftlicher Zustimmung 

der Patienten und gemäß den Richtlinien der lokalen Ethikkommission. 

 

2.1.7 Patientenkohorte zur Untersuchung leberinfiltrierender Lymphozyten 

Die klinischen Parameter der AIH-Patienten- und der Kontrollkohorte bezüglich der Untersuchung 

des Genexpressionsprofils von LIL auf Ribonukleinsäure (RNA, ribonucleic acid)-Ebene sind in Tab. 6 

aufgeführt. Nicht untersuchte Parameter einzelner Probanden in den jeweiligen Kohorten wurden 

bei den Berechnungen der medianen Konzentrationen des jeweiligen Parameters nicht 

berücksichtigt. 
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Als Kontrollgruppe wurden jeweils zwei Adenom- und Nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH)-

Patienten zusammengefasst. Bei einem Leberadenom handelt es sich um einen benignen Tumor. Im 

Rahmen der Adenombehandlung wird ein Teil des umgebenden Lebergewebes zusätzlich 

herausgeschnitten, um eine vollständige Entfernung des Tumors zu gewährleisten. Dieses 

nichtadenomatöse, mutmaßlich gesunde Gewebe wurde zur Isolierung von LIL verwendet. Bei der 

NASH handelt es sich um eine chronische Entzündung, die im Rahmen der Verfettung der Leber 

auftritt197. Sie ist nicht durch Alkoholabusus bedingt, zeigt jedoch histologisch ähnliche Merkmale wie 

eine alkoholinduzierte Fettleber in Bezug auf den Hepatozytenschaden, die Kollageneinlagerung, 

entzündliche Zellinfiltrate und nekrotische Veränderungen. Die Werte der Aminotransferasen liegen 

im Allgemeinen unter 100 IU/L, wobei die ALAT in der Regel höher als die ASAT ist. Die NASH ist 

häufig assoziiert mit Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 und kann progredient zur Leberzirrhose 

führen. 

Das Kollektiv der AIH-Erkrankten umfasste sieben therapienaïve Patienten und drei immunsuppressiv 

therapierte Patienten. Die medianen ASAT und ALAT waren in der AIH-Kohorte mit ≈ 80 IU/L bzw. 

114 IU/L erhöht. Im Vergleich dazu waren die medianen ASAT und ALAT der Kontrollen mit 48 IU/L 

bzw. 54 IU/L niedriger. Das mediane IgG der AIH-Gruppe lag mit 23,80 g/L ebenfalls über dem 

Normbereich. Die IgG-Werte der Kontrollprobanden wurden nicht bestimmt. 

 

Tab. 6: Klinische Parameter der Patienten- und Kontrollkohorte zur Untersuchung der Genexpression in LIL. 

AIH = Autoimmune Hepatitis; NASH = Nichtalkoholische Steatohepatitis; ASAT = Aspartat-Aminotransferase; 

ALAT = Alanin-Aminotransferase; IgG = Immunglobulin G; n. u. = nicht untersucht. Normbereiche: ASAT und 

ALAT bei Frauen 10-35 IU/L, bei Männern 10-50 IU/L; IgG 7,00-16,00 g/L. Für das Alter, die ASAT-, ALAT- und 

IgG-Werte sind die Mediane und Datenbereiche (in Klammern) angegeben. Nicht untersuchte Parameter 

wurden in die Auswertung nicht mit einbezogen: Parameter bei ** 2 Probanden nicht untersucht. 

Diagnose-

gruppe 

Geschlecht 

(m/w) 

Median 

Alter 

(Jahre) 

Median 

ASAT 

(IU/L) 

Median 

ALAT 

(IU/L) 

Median 

IgG 

(g/L) 

therapienaïv/ 

immunsuppressive 

Therapie 

AIH 

(n = 10) 

0/10 45,5 

(27-78) 

79,5 

(19-1339) 

114 

(21-940) 

23,80 

(8,76-

51,60) 

7/3 

Kontrolle 

(n = 4) 

1/3 44,5 

(18-60) 

48 

(41-69) 

54** 

(42-66) 

n. u. 4/0 

 

In Tab. 7 sind die klinischen Daten der Patientenkohorten aufgelistet, bei denen die Zellfrequenz 

verschiedener Zellpopulationen anhand des Zytokinprofils analysiert wurde. Mithilfe der 

Durchflusszytometrie wurden LIL von AIH-Patienten untersucht und mit PBMC von AIH-Patienten 

verglichen. 
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Tab. 7: Klinische Parameter der Patientenkohorten zur durchflusszytometrischen Frequenzanalyse bei LIL 

und PBMC von AIH-Patienten. AIH = Autoimmune Hepatitis; ASAT = Aspartat-Aminotransferase; ALAT = Alanin-

Aminotransferase; IgG = Immunglobulin G. Normbereiche: ASAT und ALAT bei Frauen 10-35 IU/L, bei Männern 

10-50 IU/L; IgG 7,00-16,00 g/L. Für das Alter, die ASAT-, ALAT- und IgG-Werte sind die Mediane und 

Datenbereiche (in Klammern) angegeben. 

Diagnose-

gruppe 

Geschlecht 

(m/w) 

Median 

Alter 

(Jahre) 

Median 

ASAT 

(IU/L) 

Median 

ALAT 

(IU/L) 

Median 

IgG 

(g/L) 

therapienaïv/ 

immunsuppressive 

Therapie 

AIH LIL 

(n = 3) 

1/2 37 

(28-43) 

857 

(272-

2207) 

2550 

(493-

2592) 

17,40 

(15,30-

23,60) 

3/0 

AIH PBMC 

(n = 6) 

0/6 54 

(46-83) 

278 

(63-808) 

405 

(77-840) 

19,55 

(12,80-

25,80) 

6/0 

 

Die AIH-Kohorte, aus deren Leberbiopsien LIL isoliert und zur Frequenzanalyse verwendet wurden, 

zeigten zum Zeitpunkt der Probennahme eine erhöhte mediane ASAT von 857 IU/L und eine erhöhte 

mediane ALAT von 2550 IU/L. Das mediane IgG lag mit 17,40 g/L ebenfalls über dem Normbereich. 

Die Daten der AIH-Patienten zur Untersuchung der Frequenz von PBMC entsprechen denen in Tab. 5.   
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2.2 Material 

2.2.1 Laborgeräte 

Gerät Modell Hersteller 

Autoklav Systec VX-120 Systec GmbH Labor-Systemtechnik, 

Wettenberg 

CO2-Inkubator MCO-19AIC(UV) SANYO Electric Biomedical Co. Ltd., 

München 

Durchflusszytometer LSR II BD Biosciences, Heidelberg 

Einfrierhilfebox Nalgene® Mr. Frosty® 

Cryo 1 °C Freezing Container 

Thermo Scientific, Dreieich  

Eisbehälter Magic Touch Bel-Art Products, Wayne, NJ, USA  

ELISA-Auslesegerät Opsys MRX TC II Dynex Technologies, Denkendorf 

Flockeneisbereiter AF-10 Scotsman Ice Systems, Mailand, Italien 

Hämozytometer Neubauer-improved, 

Tiefe 0,100 mm 

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Königshofen 

Kolbenhubpipetten Einkanalpipetten: 

Eppendorf Research® Plus 

(0,5-10 µl, 10-100 µl, 

100-1000 µl) 

Eppendorf AG, Hamburg 

8-Kanalpipetten: 

Eppendorf Research® Plus 

(0,5-10 µl, 30-300 µl) 

Eppendorf AG, Hamburg 

Kühlgeräte 4 °C-Kühlschrank Robert Bosch GmbH, Stuttgart 

-20 °C-Gefrierschrank Liebherr, Bulle, Schweiz 

-80 °C-Gefriertruhe 

Ultra Low 

SANYO Electric Biomedical Co. Ltd., 

München 

Lichtmikroskope Axiovert 40 CFL Carl Zeiss Microimaging, Jena 

ICS Standard 25 Carl Zeiss Microimaging, Jena 

BH2 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg 

Magnetrührer MR 3001 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 

Schwabach 

pH-Meter S20 - SevenEasy™ pH Mettler Toledo GmbH, Gießen 

Pipettierhilfe pipetus® Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

PIPETBOY acu 2 INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald 

Röntgenanlage zur 

Bestrahlung 

Xstrahl RS225 Gulmay Medical Inc., Suwanee, GA, USA 

Schüttelwasserbad GFL Typ 1083 GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, 

Burgwedel 

Schüttler und Heizblock Thermomixer® comfort Eppendorf AG, Hamburg 

Sicherheitswerkbank MSC-Advantage™ Thermo Scientific, Dreieich 

Stickstofftank V3000-AB Custom BioGenic Systems Inc., 

Bruce Twp., MI, USA 

Thermocycler DNA Engine Dyad® MJ Research Inc., St. Bruno, Kanada 

ViiA™ 7 Real-Time 

PCR System 

Applied Biosystems®, Darmstadt 
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Gerät Modell Hersteller 

Spektralphotometer NanoDrop 2000 Thermo Scientific, Dreieich 

Vakuumpumpe BVC 21 Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim 

Vortex-Schüttler VV3 VWR International GmbH, Darmstadt 

Waagen Scout® Pro Ohaus Europe GmbH, Nänikon, Schweiz 

A200S Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen 

Zentrifugen MyFuge™ 12 Benchmark Scientific Inc., Edison, NJ, 

USA 

Microcentrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg 

Centrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg 

Rotanta 460S Andreas Hettich GmbH & Co. KG, 

Tuttlingen 

Rotina 35 Andreas Hettich GmbH & Co. KG, 

Tuttlingen 

 

2.2.2 Verbrauchsmaterialien 

Material Modell Hersteller 

Abdeckfolie für ELISA-

Platten 

Rotilabo®-Abdeckfolien für 

Mikrotestplatten 

Carl Roth, Karlsruhe 

Abdeckfolie für qPCR-

Platten 

MicroAmp™ 

Optical Adhesive Film 

Life Technologies GmbH, Darmstadt 

Blut- und 

Serumentnahmesystem 

Safety-multifly-Set®-Set 21G 

mit langem Schlauch und 

montiertem Multi-Adapter 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

S-Monovette® Kalium-EDTA 

7,5 ml, steril 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

S-Monovette® 7,5 ml, Serum-

Gel, steril 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

ELISA-Platten F96 MaxiSorp™ Nunc-

Immuno™ plate 

Thermo Scientific, Dreieich 

Pipettenspitzen Biosphere® Pipettenspitzen 

mit Filter: 

10 µl, 20 µl, 200 µl, 1250 µl 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

qPCR-Platten MicroAmp® Fast Optical 96-

Well Reaction Plate 

Life Technologies GmbH, Darmstadt 

Kanülen Microlance™ 3; 21G x 1½“ 

Nr. 2, 0,8 mm x 40 mm 

BD Biosciences, Heidelberg 

Kompensationspartikel CompBeads, Anti-mouse Ig, κ BD Biosciences, Heidelberg 

Kryoröhrchen CryoPure Gefäß, 1,6 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Laborglaswaren DURAN®, versch. Größen DURAN Group GmbH, Wertheim/Main 

Röhren für 

Durchflusszytometrie 

Röhre 5 ml, 75 x 12 mm, PS Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Matrix™ 1.4 ml Röhre, PP, 

Rundboden 

Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Reagenzreservoir 100 ml, PS, steril VWR International GmbH, Darmstadt 
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Material Modell Hersteller 

Reaktionsgefäße 0,2 ml (für PCR) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

15 ml, 50 ml Greiner bio-one, Frickenhausen 

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Sterilfiltereinheiten Filtropur BT50, 500 ml, 

0.2 µm 

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Auffanggefäß 500 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Steriflip™ Sterile Disposable 

Vacuum Filtration System, 

50 ml 

Merck Millipore, Billerica; MA, USA 

Zellkulturflaschen 25 cm2 ohne Filter Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Zellkulturplatten 48-Loch-Flachbodenplatte Greiner bio-one, Frickenhausen 

96-Loch-Rundbodenplatte Greiner bio-one, Frickenhausen 

 

2.2.3 Chemikalien, Kulturmedien, Reagenzien, Lösungen und Puffer 

Zur Herstellung der Lösungen und Puffer wurde, falls nicht anders angegeben, vollentsalztes Wasser 

aus der Entsalzungsanlage des Hauses bzw. Aqua ad iniectabilia der Fa. Baxter verwendet. 

 

 ABTS-Substratlösung 

1 mg/ml ABTS 

1 µl/ml H2O2 (30 %) 

in Citratpuffer (pH 4,5); die Lösung wurde sofort verwendet 

 Aqua ad iniectabilia 

Baxter Deutschland GmbH, Unterschleißheim 

 Aqua destillata 

UltraPur™ DNase/RNase-Free Distilled Water 

Gibco®/Life Technologies, Darmstadt 

 Biocoll 

gepuffert mit 10 mM HEPES, 1,077 g/ml, isotonisch 

Biochrom GmbH, Berlin 

 Biopsiemedium 

1 Vol.-% Penicillin/Streptomycin-Stammlösung 

in RPMI 1640-Medium 

 Citratpuffer, pH 4,5 

Citronensäure 40 mM 

Na2HPO4 60 mM 

steril filtriert und autoklaviert 
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 Citronensäure (C6H8O7) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

 Diammonium-2,2‘-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) (ABTS) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

 Dimethylsulfoxid (DMSO) 

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

 Dinatriumhygrogenphosphat (Na2HPO4) 

Carl Roth, Karlsruhe 

 ELISA-Verdünnungspuffer 

0,05 Vol.-% Tween® 20 

0,1 Gew.-% BSA 

in 1x PBS 

 ELISA-Blockierungspuffer 

1 Gew.-% BSA 

in 1x PBS 

 ELISA-Waschpuffer 

0,05 Vol.-% Tween® 20 

in 1x PBS 

 Ethyldiamintetraessigsäure (EDTA) 

C10H14N2Na2O8 x 2 H2O 

Carl Roth, Karlsruhe 

 Einfriermedium 

10 Vol.-% DMSO 

in FCS (Abschnitt 2.2.4); steril filtriert 

 Ethanol ≥99,8 % unvergällt 

Emprove® exp, Merck KGaA, Darmstadt 

 Ethanol ≥99,8 % vergällt 

Carl Roth, Karlsruhe 

 Ethanol 70 % 

70 Vol.-% Ethanol ≥99,8 % vergällt 

 FACSFlow Sheath Fluid, 20 l 

BD Biosciences, Heidelberg 

 FACS Clean Solution 

BD Biosciences, Heidelberg 
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 FACSRinse Solution, 5 l 

BD Biosciences, Heidelberg 

 Flüssiger Stickstoff 

Linde AG, Pullach 

 Kaliumchlorid (KCl) 

Merck KGaA, Darmstadt 

 Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 

Merck KGaA, Darmstadt 

 Natriumchlorid (NaCl) 

Carl Roth, Karlsruhe 

 Penicillin/Streptomycin-Stammlösung 

104 IU/ml Penicillin 

104 µg/ml Streptomycin 

Gibco®/Life Technologies, Darmstadt 

 1x Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS; Phosphate-Buffered Saline), pH 7,4 

KCl 2,7 mM 

KH2PO4 1,5 mM 

NaCl 137 mM 

Na2HPO4 6,5 mM 

autoklaviert 

 2-Propanol (Isopropanol, IPA) 

Sigma-Aldrich, Seelze 

 Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640-Medium 

Gibco®/Life Technologies, Darmstadt 

 Trypanblaustammlösung 

Trypan Blue Stain (0.4 %), 

Gibco®/Life Technologies, Darmstadt 

 Tween® 20 

Carl Roth, Karlsruhe 

 T-Zellkulturmedium 

5 Vol.-% humanes AB-Serum (Abschnitt 2.2.4) 

1 Vol.-% Penicillin/Streptomycin-Stammlösung 

1,25 mg/l Amphotericin B (Abschnitt 2.2.4) 

in RPMI 1640-Medium; steril filtriert 
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 Vollentsalztes Wasser (VE-Wasser) 

Entsalzungsanlage des Hauses 

 Wasserstoffperoxid (H2O2) 30 % 

Carl Roth, Karlsruhe 

 

2.2.4 Zytokine, Enzyme, rekombinante Proteine und andere Substanzen 

Die folgend aufgeführten Substanzen wurden aliquotiert und soweit nicht anders angegeben 

bei -20 °C gelagert. Die Aliquote wurden nach dem erstmaligen Auftauen für höchstens vier Wochen 

bei 4 °C gelagert, um mehrfache Einfrier-Auftau-Zyklen zu verhindern und so den Verlust der Aktivität 

zu vermeiden. 

 

 Amphotericin B aus Streptomyces sp. 

gelöst in DMSO 

Sigma-Aldrich, Seelze 

 Bovines Serumalbumin (BSA) „Fraction V“ 

PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

 Fetales Kälberserum (FCS; Fetal calf serum) 

PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

 GolgiPlug™ 

Proteintransportinhibitor mit Brefeldin A 

Lagerung bei 4 °C 

BD Biosciences, Heidelberg 

 Humanes AB-Serum 

Human Serum „off the clot“, Type AB 

PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

 Ionomycin 

Calciumionophor aus Streptomyces conglobatus 

gelöst in DMSO 

Lagerung bei -80 °C 

Sigma-Aldrich, Seelze 

 rh IL-2 (rekombinantes humanes Interleukin-2) 

Proleukin® S; 18 Mio. I.E. Pulver zur Herstellung einer Injektions- oder Infusionslösung, 

Wirkstoff: Aldesleukin 

gelöst in 1x PBS 

Novartis Pharma GmbH, Nürnberg 
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 Pacific Orange-N-Hydroxysuccinimid (PacO-NHS) 

gelöst in DMSO 

Lagerung bei -80 °C 

Life Technologies, Darmstadt 

 Phytohämagglutinin (PHA) 

Lektin aus Phaseolus vulgaris (Gartenbohne)  

gelöst in 1x PBS 

Sigma-Aldrich, Seelze 

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

gelöst in DMSO 

Lagerung bei -80 °C 

Sigma-Aldrich, Seelze 

 

2.2.5 Synthetische Oligonukleotide 

2.2.5.1 Primer für Quantitative Polymerase-Kettenreaktion 

Zur Bestimmung der RNA-Expression mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion 

(Abschnitt 2.5.4.1) wurden die TaqMan® Gene Expression Assays (Fa. Applied Biosystems by Life 

Technologies) verwendet. Die Sonden wurden in Aliquoten bei -20 °C gelagert. 

 

Sonden-

bezeichnung 

Genbezeichnung Sondennummer Konjugat 

CCL5 chemokine (C_C motif) ligand 5 Hs00174575_m1 FAM 

CCR5 chemokine (C_C motif) receptor 5 Hs99999149_s1 FAM 

CCR6 chemokine (C_C motif) receptor 6 Hs01890706_s1 FAM 

CSF1 colony stimulating factor 1 (macrophage) Hs00174164_m1 FAM 

CSF2 colony stimulating factor 2 (granulocyte-

macrophage) 

Hs00929873_m1 FAM 

CXCR3 chemokine (C-X-C motif) receptor 3 Hs01847760_s1 FAM 

CXCL9 chemokine (C-X-C motif) ligand 9 Hs00171065_m1 FAM 

CXCL10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 Hs01124251_g1 FAM 

CXCL11 chemokine (C-X-C motif) ligand 11 Hs04187682_g1 FAM 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Hs03929097_g1 FAM 

GNLY granulysin Hs00246266_m1 FAM 

GZMB granzyme B (granzyme 2, cytotoxic t-

lymphocyte-associated serine esterase 1) 

Hs01554355_m1 FAM 

IFNg interferon, gamma Hs00989291_m1 FAM 

IL2 interleukin 2 Hs00174114_m1 FAM 

IL4 interleukin 4 Hs00174122_m1 FAM 

IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) Hs00985639_m1 FAM 

IL10 interleukin 10 Hs00961622_m1 FAM 
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Sonden-

bezeichnung 

Genbezeichnung Sondennummer Konjugat 

IL13 interleukin 13 Hs00174379_m1 FAM 

IL17A interleukin 17A Hs00174383_m1 FAM 

IL22 interleukin 22 Hs01574154_m1 FAM 

PRF1 perforin 1 (pore forming protein) Hs00169473_m1 FAM 

TGFB1 transforming growth factor, beta 1 Hs00998133_m1 FAM 

TNF tumor necrosis factor Hs01113624_g1 FAM 

 

2.2.6 Antikörper 

2.2.6.1 Unmarkierte Antikörper zur In-vitro-Stimulierung 

Die Antikörper wurden bei 4 °C gelagert. 

 

Spezifität Klon Isotyp Hersteller 

anti-human CD3 OKT3 Maus IgG2a, κ Biolegend, Fell 

anti-human CD28 CD28.2 Maus IgG1, κ Biolegend, Fell 

 

2.2.6.2 Fluoreszenzmarkierte Antikörper für die Durchflusszytometrie 

Die Antikörper wurden bei 4 °C gelagert. 

 

Spezifität Klon Konjugat Isotyp Hersteller 

anti-human CD3 UCHT1 Alexa Fluor® 700 Maus IgG1, κ Biolegend, Fell 

anti-human CD4 RPA-T4 V450 Maus IgG1, κ BD Horizon™, 

Heidelberg 

anti-human CD8 RPA-T8 PE-Cy7 Maus IgG1, κ BD Pharmingen™, 

Heidelberg 

anti-human CD8a RPA-T8 APC Maus IgG1, κ Biolegend, Fell 

anti-human IFN B27 APC Maus IgG1, κ BD Pharmingen™, 

Heidelberg 

anti-human TNFα MAb11 PE Maus IgG1, κ BD Pharmingen™, 

Heidelberg 

anti-human IL-17A N49-653 Alexa Fluor® 488 Maus IgG1, κ BD Pharmingen™, 

Heidelberg 

 

2.2.6.3 IOTest® Beta Mark TCR V Repertoire Kit 

Zur Untersuchung des TCR V-Repertoires wurde das durchflusszytometrisch-basierte IOTest® Beta 

Mark TCR V Repertoire Kit (Fa. Beckman Coulter) verwendet (Abschnitt 2.2.7). Das Fertigsystem 

besteht aus acht Mischungen, welche jeweils aus einem FITC-, einem PE- und einem FITC+PE-

konjugierten Antikörper bestehen und in der Gesamtheit gegen 24 verschiedene TCR V-Epitope 

gerichtet sind. Die Antikörper wurden bei 4 °C gelagert. 
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Name Klon IMGT-Name Fluorochrom 

Vb 1 BL37.2 TRBV9 FITC+PE 

Vb 2 MPB2D5 TRBV20-1 FITC+PE 

Vb 3 CH92 TRBV28 FITC 

Vb 4 WJF24 TRBV29-1 FITC+PE 

Vb 5.1 IMMU157 TRBV5-1 FITC+PE 

Vb 5.2 36213 TRBV5-6 PE 

Vb 5.3 3D11 TRBV5-5 PE 

Vb 7.1 ZOE TRBV4-1 – 4-3 FITC+PE 

Vb 7.2 ZIZOU4 TRBV4-3 FITC 

Vb 8 56C5.2 TRBV12-3, 12-4 FITC 

Vb 9 FIN9 TRBV3-1 PE 

Vb 11 C21 TRBV25-1 PE 

Vb 12 VER2.32 TRBV10-3 FITC 

Vb 13.1 IMMU222 TRBV6-5, 6-6, 6-9 PE 

Vb 13.2 H132 TRBV6-2 PE 

Vb 13.6 JU74.3 TRBV6-6 FITC+PE 

Vb 14 CAS1.1.3 TRBV27 FITC 

Vb 16 TAMAYA1.2 TRBV14 FITC 

Vb 17 E17.5F3 TRBV19 FITC+PE 

Vb 18 BA62.6 TRBV18 PE 

Vb 20 ELL1.4 TRBV30 FITC 

Vb 21.3 IG125 TRBV11-2 FITC 

Vb 22 IMMU546 TRBV2 FITC+PE 

Vb 23 AF23 TRBV13 PE 

 

2.2.7 Fertigsysteme 

Die Lagerung der Fertigsysteme erfolgte nach Herstellerangaben. 

 

System Hersteller 

Cytofix/Cytoperm™ Solution (1X) BD Biosciences, Heidelberg 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems®, Darmstadt 

Human IFN- Standard ELISA Development Kit PeproTech, Hamburg 

Human IL-17A Standard ELISA Development Kit PeproTech, Hamburg 

Human TNF-α Standard ELISA Development Kit PeproTech, Hamburg 

IOTest® Beta Mark TCR V Repertoire Kit Beckman Coulter GmbH, Krefeld 

Perm/Wash™ Buffer (10X) BD Biosciences, Heidelberg 

QIAshredder Qiagen, Hilden 

RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden 

RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden 

TaqMan® Fast Advanced Master Mix Life Technologies GmbH, Darmstadt 
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2.2.8 Software 

Anwendung Bezeichnung Hersteller 

Durchflusszytometrie FlowJo FACS analysis software V7.6.5 Tree Star, Inc. 

FACSDiva™ Software 6.0 BD Pharmingen 

 FACSDiva™ Software 8.0 BD Pharmingen 

Konzentrationsbestimmung NanoDrop 2000/2000c Software 

1.6.198 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

qPCR-Auswertung ViiA 7 Analysesoftware Applied Biosystems® 

Statistik und Darstellung GraphPad Prism 6 for Windows 

V6.01 

GraphPad Software, Inc. 
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2.3 Zellbiologische Methoden 

2.3.1 Aufreinigung und Kultivierung von Zellen 

Die Aufreinigung und Kultivierung der Zellen erfolgte stets unter sterilen Bedingungen. Dafür wurden 

autoklavierte bzw. steril verpackte und endotoxinfreie Einmalartikel (Plastikwaren) benutzt. Die 

verwendeten Lösungen wurden mittels eines 0,2 µm-Sterilfilters filtriert oder autoklaviert. Die 

Kultivierung aller Zellen erfolgte im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 in wasserdampfgesättigter 

Atmosphäre. 

 

2.3.2 Isolierung mononukleärer Zellen aus humanem peripheren Blut 

PBMC wurden aus Buffy Coats und aus Vollblut (Abschnitt 2.1.4) mittels 

Dichtegradientenzentrifugation isoliert (Abb. 6). Die hierfür verwendete Biocoll-Trennlösung besteht 

aus dem hydrophilen Polymer Polysucrose und ist in wässriger Lösung mit einer Dichte von 

1,077 g/ml erhältlich. Da die mittlere Dichte von Erythrozyten und Granulozyten mit 1,100 bzw. 

1,079-1,092 g/cm3 höher ist198, können diese Zellen bei der Zentrifugation sedimentieren. Im 

Gegensatz dazu ist die mittlere Dichte von PBMC wie Lymphozyten und Monozyten mit 1,070 bzw. 

1,065 g/cm3 geringer198. Aufgrund dessen können sich PBMC in der Grenzschicht zwischen 

Trennlösung und Plasma anreichern und bilden dort die sog. Intermediärphase. Die oberste Schicht 

bildet das Blutplasma, der flüssige Anteil des Blutes, in dem aufgrund von Größe und Dichte der 

Großteil der Thrombozyten enthalten ist. 

 

 

Abb. 6: Schematische Darstellung der Dichtegradientenzentrifugation. Auftrennung des peripheren Blutes in 

seine Bestandteile mittels einer Biocoll-Trennlösung der Dichte 1,077 g/ml. 

 

Zur Fraktionierung des Blutes wurden 15 ml Biocoll-Trennlösung in einem 50 ml Reagiergefäß 

vorgelegt und auf Raumtemperatur (RT) temperiert. Anschließend wurde in einem weiteren 50 ml-

Reagiergefäß entweder 15 ml Buffy Coat-Blut oder 20-25 ml Vollblut auf ein Volumen von 35 ml mit 

1x PBS aufgefüllt und resuspendiert. Mit diesem Blut-PBS-Gemisch wurde die Biocoll-Trennlösung 
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überschichtet und der Ansatz mit minimaler Beschleunigung bei 600 x g und RT für 20 Minuten ohne 

Bremse zentrifugiert, um die Schärfe des Gradienten beizubehalten. Das Plasma wurde verworfen 

und die mit PBMC angereicherte Intermediärphase in ein frisches 50 ml-Reagiergefäß überführt. 

Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 50 ml 1x PBS gewaschen (430 x g, RT, 5 Minuten) und 

der Überstand jeweils dekantiert. Die PBMC wurden entweder eingefroren (Abschnitt 2.3.6) oder in 

Kulturmedium aufgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung im Kühlschrank gelagert. 

 

2.3.3 Isolierung humaner leberinfiltrierender Lymphozyten aus Leberbiopsien 

Zur Isolierung der LIL wurde den Probanden Leberbiopsien entnommen (Abschnitt 2.1.6), welche bis 

zur Probenaufarbeitung in 5 ml Biopsiemedium in einem 15 ml-Reagiergefäß bei RT bzw. im 

Kühlschrank aufbewahrt wurden. Weiterführend wurde die Biopsie unter sterilen Bedingungen in 

mehrere Stücke zerteilt, um so die Emigrationsrate der Zellen in das Kulturmedium zu erhöhen. Die 

Zellisolierung erfolgte in einer Kavität einer 48-Loch-Flachbodenplatte. Hierfür wurde die Kavität mit 

300 µl T-Zellkulturmedium und 100 U/ml IL-2 befüllt und die Gewebestücke in das Kulturmedium 

überführt. Das Biopsiemedium wurde bei 430 x g und RT für 5 Minuten zentrifugiert und der 

Überstand abgenommen. Die Zellsedimente wurden anschließend in 200 µl T-Zellkulturmedium 

aufgenommen und den Gewebestücken in der Flachbodenplatte zugegeben, so dass sich 

abschließend 500 µl Kulturmedium in der Kavität befanden. Die Isolierung erfolgte über einen 

Zeitraum von vier bis sechs Tagen im Inkubator. Die Kultivierung der LIL ist in Abschnitt 2.3.5 

beschrieben. 

 

2.3.4 Bestimmung der Lebendzellzahl 

Die Lebendzellzahl wurde mithilfe eines Hämozytometers und der Trypanblau-Ausschluss-Färbung 

ermittelt. Der Azofarbstoff Trypanblau bindet an zytosolische Proteine, d.h. bei Beschädigung einer 

Zelle dringt das Farbstoff-Anion in das Zytosol der Zelle ein und es kommt zu einer im Lichtmikroskop 

erkennbaren Blaufärbung. Vitale Zellen erscheinen dahingegen nicht blau und wurden für die 

Bestimmung der Lebendzellzahl ausgezählt. Die Zellsuspension wurde je nach Volumen der 

Zellsedimente in einem Verhältnis von 1:2 bis 1:100 mit Trypanblau resuspendiert. Von dieser 

verdünnten Zellsuspension wurden 10 µl in das Hämozytometer überführt. Zur Bestimmung der 

Zellzahl wurden 2 bzw. 4 Großquadrate ausgezählt und folgende Formel verwendet: 

 

𝐙𝐙

𝐦𝐥
 =  

𝐀𝐧𝐳𝐚𝐡𝐥 𝐯𝐢𝐚𝐛𝐥𝐞𝐫 𝐙𝐞𝐥𝐥𝐞𝐧 𝐢𝐧 𝐱 𝐆𝐫𝐨ß𝐪𝐮𝐚𝐝𝐫𝐚𝐭𝐞𝐧

𝐱 𝐆𝐫𝐨ß𝐪𝐮𝐚𝐝𝐫𝐚𝐭𝐞
∗ 𝐕 ∗ 𝐊 

 

ZZ = Zellzahl; V = Verdünnungsfaktor (2, 5, 10, 50 bzw. 100); K = Kammerfaktor (104/ml) 
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Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wurde die Zellzahl pro ml mit dem Volumen an Medium 

multipliziert, in dem die Zellen aufgenommen waren. 

 

2.3.5 Kultivierung humaner leberinfiltrierender Lymphozyten 

2.3.5.1 Expansion humaner leberinfiltrierender Lymphozyten 

Für die Expansion humaner LIL wurden die aus dem Lebergewebe emigrierten Zellen verwendet 

(Abschnitt 2.3.3). Hierfür wurde die Zellsuspension in ein Reagiergefäß überführt, wobei darauf 

geachtet wurde, die Gewebefragmente nicht mitzuführen. Zusätzlich wurde die Kavität mehrfach mit 

1x PBS gespült und dieses ebenfalls zu den LIL gegeben. Die Zellsuspension wurde bei 430 x g und RT 

für 5 Minuten zentrifugiert, die Sedimente in 500 µl T-Zellkulturmedium aufgenommen und gemäß 

Abschnitt 2.3.4 ausgezählt. Zur Stimulation der Expansion wurden ~ 1*104 LIL/ml mit 100 U/ml IL-2, 

1 µg/ml Phytohämagglutinin (PHA) und 1*106 bestrahlten Fütterzellen/ml in einem Volumen von 

200 µl pro Kavität in einer 96-Loch-Rundbodenplatte ausgesät. Als Fütterzellen wurden allogene 

PBMC verwendet, die aus Buffy Coats isoliert wurden (Abschnitt 2.3.2). Diese Zellen wurden mit 

einer Dosis von 45 Gy bestrahlt, um deren Zellteilung zu unterbinden, wobei sie dennoch in der Lage 

sind für eine Dauer kürzer als 2 Wochen Überlebenssignale in Form von Zytokinen und 

Wachstumsfaktoren zu generieren. Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mittels einer Gulmay-

Röntgenröhre bei einem Röhrenstrom von 15 mA, einer Röhrenspannung von 200 kV und einem 

0,5 mm Kupferfilter mit einer Dosisleistung von 1,2 Gy/min bei RT. Physiologisch werden T-Zellen 

durch die Bindung eines spezifischen Liganden an den TCR aktiviert. Bei PHA handelt es sich um ein 

Mitogen, das T-Zellen antigenunspezifisch aktivieren kann, indem es Oberflächenmoleküle, 

einschließlich des TCR, kreuzvernetzt. Dadurch kommt es zu einer polyklonalen Aktivierung und 

Agglutination der T-Zellen1. IL-2 ist ein von aktivierten T-Zellen sezerniertes Zytokin, welches per se 

die T-Zellaktivierung und klonale Expansion unterstützt. Die Zellen wurden in einem Abstand von 

drei bis vier Tagen mit frischem Kulturmedium versorgt. Dabei wurden pro Kavität 100 µl Überstand 

abgenommen und mit 100 µl IL-2-supplementiertem T-Zellkulturmedium wieder aufgefüllt, wobei die 

IL-2-Endkonzentration pro Kavität 100 U/ml betrug. Die Ernte der Zellen erfolgte an Tag 13 bzw. 14 

der Kultivierung. Die Zellen wurden dabei in ein entsprechendes Reagiergefäß überführt und gemäß 

Abschnitt 2.3.6 kryokonserviert. 

 

2.3.5.2 T-Zellklonierung humaner leberinfiltrierender Lymphozyten 

Zur Generierung von T-Zellklonen aus humanen LIL wurde die Methode des 

Grenzverdünnungsklonens (Limiting Dilution Cloning) gewählt. Das zugrundeliegende Prinzip ist die 

Verdünnung eines Zellgemisches, so dass statistisch eine Zelle in einer Kavität ausgesät ist und durch 

Expansion eine monoklonale Zellkultur generiert wird199. Für die Klonierung wurden die aus dem 
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Lebergewebe emigrierten LIL verwendet und wie unter Abschnitt 2.3.5.1 beschrieben geerntet und 

gezählt. Für den Klonierungsansatz wurde die Zellsuspension mit T-Zellkulturmedium verdünnt, so 

dass statistisch 0,3 Zellen ausgesät wurden, d.h. eine Zelle in jeder dritten bis vierten Kavität. Um die 

Einzelzellen effektiv zu expandieren, enthielt der Klonierungsansatz, wie auch unter Abschnitt 2.3.5.1 

beschrieben, 100 U/ml IL-2, 1 µg/ml PHA und 1*106 bestrahlte Fütterzellen/ml und wurde als 200 µl-

Ansatz pro Kavität in eine 96-Loch-Rundbodenplatte pipettiert. 

Bei den monoklonalen Zellkulturen wurden alle drei bis vier Tage 100 µl Überstand abgenommen 

und durch frisches IL-2-supplementiertes T-Zellkulturmedium ersetzt (Abschnitt 2.3.5.1). Zusätzlich 

wurde die Expansion durch eine repetitive Restimulierung mit IL-2, PHA und bestrahlten Fütterzellen 

in den oben genannten Endkonzentrationen alle 14 Tage vorangetrieben. Hierbei wurden ebenfalls 

100 µl Überstand abgenommen und durch 100 µl-Restimulierungsansatz wieder ausgeglichen. Die 

Überprüfung der Zellkulturen erfolgte während der Kultivierung visuell mithilfe eines 

Lichtmikroskops. Dabei wurden Zellen in Kavitäten mit offensichtlicher Expansion als auch sog. 

Clusterbildung (Abb. 35) als potentiell klonal eingestuft. Die endgültige Klonalitätsüberprüfung 

erfolgte mittels Durchflusszytometrie (Abschnitt 2.4.3). Um eine effektive Expansion der als 

potentiell klonal eingestuften Zellkulturen zu erreichen, wurden diese mehrmals geteilt. 

Die Ernte der potentiellen T-Zellklone erfolgte ein bis zwei Tage vor dem folgenden 

Restimulierungsvorgang. Zusätzlich wurde auch ein Teil der Zellen als Rückstellprobe eingefroren, 

wobei die Ernte in der exponentiellen Wachstumsphase erfolgte, d.h. zwei bis drei Tage nach 

Restimulierung. Bis zur endgültigen Klonalitätsbestimmung wurden die Zellen kryokonserviert 

(Abschnitt 2.3.6). 

 

2.3.6 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen 

Zur Kryokonservierung von PBMC, LIL und T-Zellklonen wurden die Zellen bei 430 x g und RT für 

5 Minuten abzentrifugiert und der Überstand abgenommen. Pro Kryoröhrchen wurde die Zellen in 

1 ml gekühltem Einfriermedium aufgenommen und in das Kryoröhrchen überführt. Diese wurden 

sofort auf Eis gelagert und anschließend für mindestens 24 Stunden in einem Gefrierbehälter 

graduell auf -80 °C heruntergekühlt. Zur Langzeitlagerung wurden die Kryoröhrchen in flüssigen 

Stickstoff überführt. Das im Einfriermedium enthaltene DMSO dient der Verhinderung der 

Kristallbildung in den Zellen während des Einfrierens. 

Zum Auftauen der Zellen wurden diese bei RT angetaut. Um die zytotoxische Wirkung des DMSO zu 

minimieren, wurden der angetauten Zellsuspension tropfenweise gekühltes 1x PBS zugeführt und in 

ein größeres Volumen gekühltes 1x PBS überführt. Die Suspension wurde bei 430 x g und RT für 

5 Minuten zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen in T-Zellkulturmedium bzw. 1x PBS 

aufgenommen. Zur Ermittlung der Zellzahl wurde eine Hämozytometer verwendet und die 
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Überprüfung der Vitalität erfolgte mittels der Trypanblau-Ausschluss-Färbung (Abschnitt 2.3.4). Bis 

zur weiteren Verarbeitung wurden die Zellen auf Eis gelagert. 

 

2.4 Immunologische Methoden 

2.4.1 Zytokinkonzentrationsbestimmung mittels ELISA 

2.4.1.1 Stimulierung von Zellen für die Zytokinbestimmung im Zellkulturüberstand 

Zur Bestimmung der Zytokinsekretion durch T-Zellen mittels ELISA wurden PBMC verwendet. Dafür 

wurden die Zellen mit T-Zellkulturmedium auf eine Konzentration von 2,5*106 Zellen/ml eingestellt 

und über Nacht im Inkubator gelagert. Zur Stimulierung der Zellen wurden unmarkierte αCD3 und 

αCD28 Antikörper (Abschnitt 2.2.6.1) verwendet, welche über eine Kreuzvernetzung der 

Oberflächenrezeptoren CD3 und CD28 spezifisch T-Zellen aktivieren können. Hierfür wurde 50 µl der 

αCD3-Lösung in einer 96-Loch-Rundbodenplatte in einer Konzentration von 1 µg/ml für mindestens 

zwei Stunden durch Inkubation bei 37 °C und 5% CO2 auf der Platte immobilisiert. Im folgenden 

Schritt wurde ungebundener αCD3 aus den Kavitäten der Zellkulturplatte durch Waschen mit 1x PBS 

entfernt und pro Kavität 100 µl der Zellsuspension sowie 100 µl T-Zellkulturmedium zugegeben, 

welches mit 1 µg/ml αCD28 supplementiert war. Die Inkubation der Ansätze erfolgte bei 37 °C und 

5% CO2 für 96 Stunden. Pro Kavität wurde 160 µl des Zellkulturüberstandes abgenommen und bis zur 

weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert.  

 

2.4.1.2 Serumproben 

Zur Untersuchung der Zytokinkonzentration im Blutserum mittels ELISA wurden Proben aus der 

Diagnostik der I. Medizinischen Klinik und Poliklinik des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf 

verwendet (Abschnitt 2.1.2). 

 

2.4.1.3 Zytokin-ELISA 

Zytokinkonzentrationen in Serum (Abschnitt 2.1.2) und Zellkulturüberständen (Abschnitt 2.4.1.1) 

wurden mithilfe des Sandwich-ELISA-Verfahrens bestimmt. Der ELISA (enzyme-linked immunosorbent 

assay) ist ein Nachweisverfahren bei dem zwei verschiedene Antikörper eingesetzt werden, welche 

unterschiedliche Epitope des gleichen Moleküls erkennen. Nachdem der Fängerantikörper an eine 

feste Phase gebunden ist, können die in Serum und Zellkulturüberstand enthaltenen Zytokine 

spezifisch an diesen Antikörper binden. Durch Zugabe und Bindung des Detektionsantikörpers 

kommt es zur bezeichnenden Sandwich-Struktur. Zusätzlich ist der Antikörper an eine chromogenes 

Detektionssystem zur Bestimmung der Zytokinkonzentration gekoppelt. Dafür wird an den 

biotinylierten Detektionsantikörper eine Streptavidin-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase gebunden, 

welche die Umsetzung von Wasserstoffperoxid zu Wasser katalysiert. Als Reduktionsmittels wird das 
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Diammoniumsalz der 2,2‘-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) (ABTS) eingesetzt, welches 

nach Oxidation zu einem löslichen grünen Farbstoff umgesetzt wird. Die Zytokinkonzentration ist 

proportional zum Farbumschlag von farblos nach grün und kann mittels einer mitgeführten 

Standardreihe bestimmt werden. Die Bestimmung der Intensität der Färbung erfolgt photometrisch 

über die optische Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 405 nm. Die 

Zytokinkonzentrationsbestimmung mittels ELISA erfolgte gemäß Herstellerprotokoll mit 50 µl Probe- 

und Standardvolumen. 

 

2.4.2 Durchflusszytometrie 

Unter Durchflusszytometrie (FC; Flow Cytometry) versteht man ein Verfahren, mit welchem man 

Zellen in einer Suspension anhand ihrer Struktur, der Expression von Oberflächenmolekülen und der 

intrazellulären Zusammensetzung charakterisiert und unterscheidet. Ermöglicht wird dies durch ein 

Durchflusszytometer (FACS; Fluorescence activated cell sorting), womit physikalische Eigenschaften 

wie die Größe von Zellen mittels Vorwärtsstreulicht (FSC; Forward Scatter) oder deren Granularität 

mittels Seitwärtsstreulicht (SSC; Side Scatter) ermittelt werden. Gleichzeitig ist es möglich definierte 

Oberflächenmoleküle und intrazelluläre Proteine mittels spezifischer, fluorochromgekoppelter 

Antikörper (Ak) und Moleküle zu messen. Hierfür werden die Zellen an einem Laserstrahl 

vorbeigeführt und mithilfe eines Detektionssystems die Streulicht- und Fluoreszenzemission jeder 

einzelnen Zelle bestimmt. In der Analyse wird die Summe aller Einzelmessungen verarbeitet. 

 

2.4.2.1 Unspezifische Aktivierung  von T-Zellen mit PMA und Ionomycin 

T-Zellen können durch eine Kombination aus Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und Ionomycin 

unspezifisch aktiviert werden, indem sie in die Signalkaskade der Zytokinproduktion eingreifen. PMA 

ist ein Molekül, welches im Zytoplasma der Zelle die Proteinkinase C direkt aktivieren kann und somit 

eine antigenspezifische Aktivierung über den TCR umgeht. Ionomycin induziert einen Einstrom von 

Ca2+ und verstärkt somit die Aktivität der calciumabhängigen Proteinkinase C. Zur 

durchflusszytometrischen Bestimmung der intrazellulären Zytokinkonzentration wurde zusätzlich 

GolgiPlug™ (BD Biosciences) eingesetzt. Hierbei handelt es sich um einen Proteintransportinhibitor, 

der zu einer Akkumulation der Zytokine im Golgi-Apparat führt, somit die Zytokinsekretion verhindert 

und infolgedessen die Detektierbarkeit der zytokinproduzierenden Zellen im Durchflusszytometer 

nach Immunfluoreszenzfärbung erhöht. 

Zur unspezifischen Stimulation wurden PBMC in einer Konzentration von 2,5*106 Z/ml in einer 

96-Loch-Rundbodenplatte kultiviert. Nach 20 Stunden wurde das T-Zellkulturmedium mit 5 ng/ml 

PMA, 1 µg/ml Ionomycin und 1 µl/ml GolgiPlug™ supplementiert und die Zellen für weitere 

4 Stunden bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Abschließend wurden die Zellen auf Vitalität 
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(Abschnitt 2.4.2.2), Oberflächenmarker (Abschnitt 2.4.2.3) und intrazellulär produzierte Zytokine 

(Abschnitt 2.4.2.4) gefärbt und durchflusszytometrisch erfasst (Abschnitt 2.4.2.5). 

 

2.4.2.2 Vitalfärbung 

Zur durchflusszytometrischen Unterscheidung von lebenden und toten Zellen wurde der Farbstoff 

Pacific Orange-NHS (PacO-NHS) verwendet. Aufgrund des Verlustes der Membranintegrität bei toten 

Zellen kann der Farbstoff in die Zelle eindringen und an freie Amine binden, welche überwiegend im 

Zellinneren vorliegen. Vitale Zellen bleiben ungefärbt, wodurch tote Zellen anhand einer erhöhten 

Fluoreszenzintensität von Lebenden unterschieden werden können. Für die Vitalfärbung wurden die 

Zellen in FC-Röhrchen überführt, mit 1x PBS bei 430 x g und RT für 5 Minuten gewaschen und der 

Überstand verworfen. Die Färbung erfolgte in 200 µl einer 1:1000-Verdünnung, wobei PacO-NHS mit 

1x PBS verdünnt wurde. Nach einer Inkubation von 20 - 30 Minuten bei 4 °C im Dunklen wurden die 

Zellen mit 1x PBS gewaschen und darauf die Oberflächenfärbung begonnen (Abschnitt 2.4.2.3). 

 

2.4.2.3 Extrazelluläre Färbung 

Die Färbung der Oberflächenantigene der Zellen erfolgte entsprechend der Ak-Konzentration mit je 

0,5-20,0 µl Ak/Ansatz verdünnt in 1x PBS in einem Gesamtvolumen von 50 µl. Während der Färbung 

wurden die Zellen für 20 Minuten bei 4 °C im Dunklen inkubiert. Im folgenden Waschschritt mit 1 ml 

1x PBS wurden ungebundene Antikörper entfernt. 

Erfolgte anschließend keine intrazelluläre Färbung, wurden die Zellen zur Fixierung der an die 

Zelloberfläche gebundenen Antikörper in 500 µl 4 %igem Paraformaldehyd (PFA) resuspendiert und 

für 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach einem abschließenden Waschschritt mit 1 ml 1x PBS wurden 

die Zellsedimente in 300 µl 1x PBS aufgenommen und bis zur Messung bei 4 °C dunkel gelagert. 

Bei anschließender intrazellulärer Färbung wurden die Zellen zur Fixierung der 

oberflächengebundenen Antikörper in 250 µl Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences) resuspendiert, 

welches 4 % PFA enthält, und für 20 Minuten bei 4 °C im Dunklen inkubiert. Eine zusätzliche 

Eigenschaft von Cytofix/Cytoperm™ ist die Permeabilisierung der Zellmembran, ein notwendiger 

Schritt für die Färbung intrazellulärer Antigene (Abschnitt 2.4.2.4).  

 

2.4.2.4 Intrazelluläre Färbung 

Nach erfolgter Fixierung und Permeabilisierung (Abschnitt 2.4.2.3) wurden die Zellen zweimal mit je 

1 ml verdünntem Perm/Wash™-Waschpuffer (BD Biosciences) gewaschen. Dafür wurde das 10x 

Perm/Wash™-Konzentrat 1:10 mit Aqua ad iniectabilia verdünnt. Zur Färbung der intrazellulären 

Antigene wurden die Zellen in einem Gesamtvolumen von 50 µl gefärbt, wobei je nach Ak-

Konzentration 0,5-20,0 µl Ak/Ansatz in 1x PBS verdünnt wurden. Die Ansätze wurden für 30 Minuten 
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bei 4 °C im Dunklen inkubiert und anschließend mit je 1 ml 1:10-verdünntem Waschpuffer 

gewaschen. Wie schon in Abschnitt 2.4.2.3 beschrieben, wurden abschließend die gebundenen 

Antikörper in 500 µl 4 %igem PFA für 15 Minuten bei 4 °C fixiert, die Zellen mit 1x PBS gewaschen 

und bis zur Analyse in 300 µl 1x PBS bei 4 °C dunkel gelagert. 

 

2.4.2.5 Durchflusszytometrische Messung 

Bei der durchflusszytometrischen Messung werden die gefärbten Zellen einzeln in einer Messzelle an 

einem Laserstrahl vorbeigeleitet. Anhand des Streulichts und des Fluoreszenzlichts, welches durch 

die fluorochromgekoppelten Antikörper bedingt ist, erfolgt die Charakterisierung der Einzelzellen. Bei 

der Wanderung der Zelle durch den Laserstrahl wird am Detektor ein Signal in Form von Spannung 

gemessen und mittels der Bearbeitungssoftware in einen Messwert umgewandelt. Da verschiedene 

Fluorochrome unterschiedliche Emissionsspektren haben, werden die einzelnen Spektralbereiche 

den verschiedenen Detektoren über vorgeschaltete Filter zugewiesen. Da es auch zur spektralen 

Überlappung einzelner Fluorochrome kommen kann, ist eine sog. spektrale Kompensation zur 

Entfernung überschneidender Fluoreszenzen notwendig. Hierfür wurden zusätzlich Einzelfärbungen 

mit Polystyrolmikropartikeln (BD™ CompBeads) angesetzt, welche mit den jeweiligen im Versuch 

verwendeten Ak angefärbt wurden. Zusätzlich emittiert jede Zelle etwas Streulicht in jedem 

Wellenlängenbereich, so dass auf jedem Detektor ein Signal empfangen wird, obwohl keine 

Markierung mit einem entsprechenden Fluorochrom vorliegt. Um diese Autofluoreszenz 

auszuschließen, wurden zusätzlich ungefärbte Zellen gemessen, welche die gleiche Färbeprozedur 

wie die Proben durchliefen, jedoch ohne Markierung mit fluorochrommarkierten Antikörper oder 

Molekülen. 

Zur Aufnahme, Kompensation und Analyse der Daten wurde das BD™ LRS II Durchflusszytometer in 

Kombination mit der Software BD FACSDiva verwendet. Als weitere Analysesoftware diente auch die 

FlowJo FACS analysis software. Es erfolgte eine Exklusion von Dubletten mittels FSC-Einstellungen 

und toter Zellen mithilfe von PacO-NHS (Abschnitt 2.4.2.2). 

 

2.4.3 Klonalitätsbestimmung mittels Durchflusszytometrie 

Eine Option des Klonalitätsnachweises von T-Zellklonen basiert auf der durchflusszytometrischen 

Bestimmung von V-Ketten. Zur Testung der Klonalität wurde das IOTest® Beta Mark 

TCR V Repertoire Kit (Beckman Coulter) verwendet. Dieses System umfasst verschiedene 

monoklonale, fluorochromkonjugierte Ak, welche 24 verschiedene TCR V-Spezifitäten erkennen und 

somit ca. 70 % des normalen humanen TCR V-Repertoires bei CD3+ Lymphozyten abdecken. Pro 

Färbeansatz ist es möglich drei verschiedene Spezifitäten gleichzeitig zu testen, da die Antikörper in 

einem Antikörpergemisch je nach Spezifität entweder FITC-, PE- oder FITC+PE-gekoppelt sind. Damit 
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ergeben sich bei 24 Spezifitäten insgesamt acht Färbeansätze mit den verschiedenen 

Antikörpermischungen (A-H) pro potentiellen T-Zellklon. 

Die potentiellen T-Zellklone wurden aufgetaut (Abschnitt 2.3.6) und die Zellzahl bestimmt 

(Abschnitt 2.3.4). Pro potentiellen T-Zellklon wurde ein Färbeset mit neun Färbeansätzen angelegt, 

wofür in eine 96-Loch-Rundbodenplatte bis zu 2*105 Zellen/Kavität pro Färbeansatz in 200 µl 1x PBS 

bzw. T-Zellkulturmedium gegeben und anschließend für 5 Minuten bei 430 x g und 4° C 

abzentrifugiert wurden. Alle neun Färbeansätze wurden auf ihre Vitalität mit PacO-NHS gefärbt 

(Anschnitt 2.4.2.2) und anschließend mit 0,5 µl anti-CD3, 1,0 µl anti-CD4 und 0,8 µl anti-CD8 

Antikörper pro Färbeansatz angefärbt. Zusätzlich wurden acht der Färbeansätze mit je 7,0 µl 

Antikörpergemisch (A-H) behandelt und der neunte Ansatz mit 7,0 µl 1x PBS zur Kontrolle. Die 

Färbung von CD3, CD4, CD8 und der verschiedenen TCR V-Spezifitäten erfolgte in einem 

Gesamtvolumen von 50 µl für 20 Minuten bei 4° C im Dunklen. Im folgenden Waschschritt wurde die 

Zellsuspension pro Kavität mit 1x PBS auf 200 µl aufgefüllt und bei 430 x g und 4° C für 5 Minuten 

zentrifugiert. Zur Fixierung der gebundenen Antikörper wurden die Zellen in je 200 µl 

0,5 % PFA/1x PBS-Lösung pro Färbeansatz aufgenommen, in Matrix™ 1.4 ml Röhren transferiert und 

bei 4° C im Dunklen gelagert. Die Messung der Proben (Abschnitt 2.4.2.5) erfolgte innerhalb von 

24 Stunden. 

 

2.5 Molekularbiologische Methoden 

2.5.1 RNA-Isolierung 

Mittels der RNA ist es möglich die Zellaktivität zu einem definierten Zeitpunkt darzustellen und zwar 

bedingt durch die Tatsache, dass in diesem Moment nur die Gene als RNA in der Zelle vorliegen, die 

aktuell transkribiert sind. Für die RNA-Isolierung wurden kryokonservierte Zellen aufgetaut 

(Abschnitt 2.3.6) bzw. frische Zellen verwendet. Zur Aufreinigung der RNA aus PBMC und LIL wurde 

mit dem RNeasy® Mini Kit von Qiagen gearbeitet und gemäß den Herstellerangaben verfahren. Die 

Eluierung der RNA erfolgte mit 40 µl RNase/DNase-freiem Wasser. Im Anschluss wurde die 

Konzentration und Reinheit des Eluats bestimmt (Abschnitt 2.5.2) und die aufgereinigte RNA 

entweder direkt für die Reverse Transkription verwendet (Abschnitt 2.5.3) bzw. langfristig bei -80 °C 

aufbewahrt.  

 

2.5.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentration der Nukleinsäuren wie DNA oder RNA, wurde photometrisch über die OD bei einer 

Wellenlänge von 260 nm quantifiziert. Grund hierfür ist das Absorptionsmaximum der Nukleinsäuren 

in diesem Wellenlängenbereich, was vor allem auf die Absorption der heterozyklischen Ringe der 
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Basen zurückzuführen ist. Aus der Extinktion kann die Konzentration der Lösung allgemein durch 

folgende Formel berechnet werden: 

 

𝐍𝐮𝐤𝐥𝐞𝐢𝐧𝐬ä𝐮𝐫𝐞𝐤𝐨𝐧𝐳𝐞𝐧𝐭𝐫𝐚𝐭𝐢𝐨𝐧  [
µ𝐠

𝐦𝐥⁄ ] = 𝐎𝐃𝟐𝟔𝟎 ∗ 𝐕 ∗ 𝐌𝐟 

 

V = Verdünnungsfaktor; Mf = Multiplikationsfaktor: dsDNA=50, RNA=40, ssDNA= 33 

 

OD260 = 1 entspricht 50 µg/ml doppelsträngiger (ds; double-stranded) DNA, 40 µg/ml RNA bzw. 

33 µg/ml einzelsträngiger (ss; single-stranded) DNA, wodurch der Multiplikationsfaktor Mf bei pH 7,0 

für dsDNA 50, für RNA 40 bzw. für ssDNA 33 beträgt. Da es bei der Aufreinigung der Nukleinsäuren 

auch zu Kontaminationen kommen kann, wurde zusätzlich die Reinheit der Proben überprüft. Hierfür 

wurde unter anderem das Absorptionsmaximum von Proteinen bestimmt, welches auf der 

Absorption der aromatischen Aminosäurereste bei 280 nm basiert. Hierbei gilt, dass OD260/OD280 von 

≈ 1,8 einer reinen DNA- und von ≈ 2,0 einer reinen RNA-Lösung entspricht. Ein zweites Maß der 

Reinheit von Nukleinsäuren ist der Quotient OD260/OD230, welcher im Bereich 2,0 - 2,2 liegen sollte. 

Ist der Wert niedriger, zeigt dies Verunreinigungen durch Lösungsmittelrückstände an, die bei 

230 nm absorbieren. Für die Messung wurden 2 µl der Nukleinsäurelösung auf die Messeinheit des 

Spektralphotometers NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) appliziert. Die Konzentrationen wurden 

durch das Gerät automatisch berechnet. 

 

2.5.3 Reverse Transkription 

Durch herkömmliche Polymerasen, wie sie die in Polymerase-Kettenreaktion (PCR; polymerase chain 

reaction) verwendet werden, ist eine Amplifizierung von RNA nicht möglich. Deshalb nutzt man die 

Reverse Transkription, bei der es zu einer Umkehr der Transkription kommt. D.h. aus RNA wird die 

dazu komplementäre DNA (cDNA; complementary DNA) generiert, um diese dann in einer PCR zu 

amplifizieren. Im Gegensatz zur Verwendung von genomischer DNA als Matrize, ist es durch die 

Kombination dieser Methoden möglich, die Expression der Gene zu untersuchen, welche auch 

tatsächlich exprimiert sind. Die Reverse Transkription wird durch die Reverse Transkriptase 

katalysiert, ein in Retroviren entdecktes Protein. 

Für die Umschreibung der RNA in cDNA wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit von 

Applied Biosystems® verwendet. Alle Komponenten wurden auf Eis aufgetaut und pro Ansatz wurde 

bis zu 1 µg RNA eingesetzt. Die Reverse Transkription-Reaktionsansätze wurden gemäß den Angaben 

des Herstellers nach folgendem Schema pipettiert: 
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Reaktionskomponenten Volumen pro Reaktion 

10x RT-Puffer   2,0 µl 

25x dNTP-Mix (100 mM)  0,8 µl 

10x RT Random-Primer  2,0 µl 

MultiScribe™ Reverse Transkriptase  1,0 µl 

RNase-Inhibitor  1,0 µl 

Nuklease-freies Wasser  3,2 µl 

RNA-Matrize / Nuklease-freies Wasser 10,0 µl 

Gesamtvolumen 20,0 µl 

 

Nach Resuspension und Zentrifugation wurden die Proben unter folgenden Bedingungen im 

Thermocycler inkubiert: 

 

Programmschritt Temperatur Dauer 

Äquilibrierungsphase 25 °C 10 min 

Reverse Transkription 37 °C 120 min 

Inaktivierung der Reversen Transkriptase 85 °C 5 min 

Kühlung 4 °C ∞ 

 

Die Amplifikate wurden entweder direkt verwendet oder längerfristig bei -80 °C aufbewahrt. 

 

2.5.4 Polymerase-Kettenreaktion 

Die PCR ist eine Methode zur Vervielfältigung (Amplifikation) von DNA-Abschnitten in vitro. Dabei 

bedient man sich sog. Primer, also Oligonukleotiden, die als Startpunkt der DNA-Polymerase dienen. 

Aufgrund der definierten Primersequenzen, welche komplementär zur DNA-Matrize sind, ist die 

Amplifikation eines spezifischen DNA-Abschnittes möglich. Bei der PCR werden in sich 

wiederholenden Zyklen jeweils die vorher synthetisierten DNA-Amplifikate als Matrizen verwendet, 

so dass es sich im Idealfall um eine exponentielle Amplifikation handelt. Ein PCR-Zyklus setzt sich aus 

drei Schritten zusammen: Bei der Denaturierung wird die dsDNA so stark erhitzt, dass die 

Wasserstoffbrückenbindungen aufgebrochen werden und die Stränge sich trennen. In der Phase der 

Primerhybridisierung, dem sog. Annealing, kommt es zur spezifischen Anlagerung der Primer, wobei 

die Hybridisierungstemperatur durch Primerlänge und -sequenz bestimmt ist. In der Elongation setzt 

die DNA-Polymerase an das 3‘-Ende des Primers an und füllt diesen mit freien Nukleotiden auf, 

während sie dem DNA-Strang folgt. Dabei entscheidet das Arbeitsoptimum der Polymerase über die 

Temperatur des Schrittes. Nach Beendigung des PCR-Prozesses werden die Reaktionsansätze bis zur 

weiteren Verarbeitung auf 4 °C abgekühlt. 
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2.5.4.1 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion 

Eine Form der PCR, die Quantitative PCR (qPCR), ermöglicht die Quantifizierung der PCR-Produkte in 

Echtzeit. Dabei wird die Zunahme des Amplifikats über Fluoreszenzfarbstoffe in jedem Zyklus 

gemessen. Die Untersuchungen wurde mithilfe sequenzspezifischer TaqMan® Gene Expression 

Assays (Abschnitt 2.2.5.1) durchgeführt. Diese beinhalten zum einen ein unmarkiertes Primerpaar zur 

Amplifizierung der Matrize, zum anderen eine fluoreszenzmarkierte Sonde mit dem Reporter FAM 

(6-Carboxylfluorescin) und dem Quencher MGB (minor groove binder). Bei räumlicher Nähe von 

Reporter und Quencher wird die Fluoreszenz supprimiert. Während der PCR-Reaktion wird die Sonde 

durch die Exonukleaseaktivität der DNA-Polymerase abgebaut und der Reporter vom Quencher 

getrennt, wodurch die Fluoreszenz des Reporters detektiert werden kann. Die Fluoreszenz ist 

proportional zur Amplifikatmenge. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der qPCR zur Analyse der Expression verschiedener 

Gene sowohl in PBMC als auch in LIL genutzt. Hierfür wurden die Reaktionsansätze in speziellen 

qPCR-Platten wie folgt zusammengegeben: 

 

Reaktionskomponenten Volumen pro Reaktion 

TaqMan® Fast Advanced Master Mix  5,0 µl 

TaqMan® Gene Expression Assay  0,5 µl 

Nuklease-freies Wasser  3,5 µl 

cDNA-Matrize  1,0 µl 

Gesamtvolumen 10,0 µl 

 

Anschließend wurden die Platten mit speziellen Abdeckfolien verschlossen und für 1 Minute bei 

200 x g und 4 °C abzentrifugiert. Die Messungen erfolgten mithilfe des ViiA™ 7 Real-Time 

PCR Systems unter Verwendung des folgenden Programmes: 

 

Programmschritt Temperatur Dauer   

Initiale Denaturierung 95 °C 20 sec  1 Zyklus 

Denaturierung 95 °C 1 sec 1
1

} 40 Zyklen 
Annealing/Elongation 60 °C 20 sec 

 

Die relative mRNA-Expression wurde mittels der CT-Methode (Abschnitt 2.5.4.2) ermittelt. 

 

2.5.4.2 Relative Quantifizierung mittels CT-Methode 

Die Berechnung der relativen Genexpression erfolgte mittels der CT-Werte, die durch die 

Analysesoftware des ViiA™ 7 Real-Time PCR Systems ermittelt wurden. Der CT-Wert 
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(Schwellenwertzyklus; Cycle treshold) bezeichnet den Zyklus, in dem das gemessene 

Fluoreszenzsignal den definierten Schwellenwert der Hintergrundfluoreszenz signifikant 

überschreitet. Hierbei gilt der Grundsatz: Je mehr Matrize vor der Amplifikation in der Lösung 

vorliegt, desto mehr Kopien entstehen während der Amplifikation, dementsprechend schneller 

treten Fluoreszenzsignale auf, die zu einer Überschreitung des Schwellenwertes führen. Zur relativen 

Quantifizierung ist eine interne Kontrolle notwendig, um Unterschiede in der Ausgangsmenge der 

eingesetzten Matrize der verschiedenen Proben auszugleichen. Dabei bedient man sich sog. 

Haushaltsgene, die konstitutiv in allen Zelltypen exprimiert und nicht reguliert sind. In der 

vorliegenden Arbeit wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) als endogene 

Kontrolle verwendet. Die untersuchten Proben wurden in Duplikatansätzen gemessen und aus den 

CT-Werten der Mittelwert gebildet. Die Berechnung der relativen Expression erfolgte gemäß den 

folgenden Formeln: 

 

(1) CT = CT (Zielgen) - CT (Haushaltsgen) 

(2) relative Expression = 2-CT  

 

Bei der relativen Quantifizierung wird also das Expressionsniveau zweier verschiedener 

Zielsequenzen in der gleichen Probe verglichen, d.h. das des zu analysierenden Zielgens und als 

Referenz, das des Haushaltsgens. Das Ergebnis ist das Verhältnis dieser beiden Gene zueinander, 

wobei es sich um eine relative und dimensionslose Zahl handelt, die nur zum Vergleich mit anderen 

gleichartigen Proben geeignet ist. 

Zur Auswertung der Änderung der relativen Expression aller Proben und Kontrollen wurde das 

mediane Expressionsniveau der Kontrollen gleich eins gesetzt und die übrigen Werte darauf 

normiert. 

 

2.6 Statistische Auswertung 

Zur graphischen und/oder statistischen Auswertung der ELISA-Daten, der durchflusszytometrischen 

Daten, der Genexpressionsstudien und der klinischen Parameter der Probanden wurde die Software 

GraphPad Prism 6 verwendet. Die Ergebnisse sind, sofern nicht anders angegeben, als Median 

aufgeführt und graphisch dargestellt. Beim Vergleich zweier Gruppen wurde die Signifikanz mit dem 

ungepaarten, nichtparametrischen Mann-Whitney-Test errechnet. Die ermittelten Signifikanzen sind 

als p-Werte angegeben. Dabei gelten p-Werte als tendenziell, wenn p ≤ 0,1 ist und als statistisch 

signifikant, wenn p ≤ 0,05 mit folgenden Abstufungen des Signifikanzniveaus: * p ≤ 0,05; ** p < 0,01; 

*** p < 0,001. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Untersuchung des Zytokinprofils im Serum von AIH-Patienten 

Bei Patienten mit AIH Typ I aus Europa und Nordamerika ist eine enge Assoziation mit den 

MHC II-Molekülen HLA-DRB1*0301 und HLA-DRB1*0401 nachgewiesen worden200, was auf eine 

tragende Rolle von CD4+ T-Zellen in der AIH-Pathogenese deutet. Zusätzlich wurde eine erhöhte 

Infiltration von CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Leber nachgewiesen110,148,201,202. Proinflammatorische 

TH1-Zellen scheinen hierbei die dominierende Population leberinfiltrierender CD4+ T-Zellen 

auszumachen, aber auch TH17-Zellen konnten in der Leber von AIH-Patienten nachgewiesen 

werden163,181. Daher wurde die Sekretion der TH1- und TH17-spezifischen Zytokine IFN, TNFα 

(Abschnitt 3.1.1) sowie IL-17A (Abschnitt 3.1.2) im Serum von AIH-Patienten analysiert. 

 

3.1.1 TH1-assoziierte Zytokine im Serum 

Es wurden die Zytokinspiegel von IFN und TNFα als Signaturzytokine für TH1-Zellen im Serum von 

AIH-Patienten mittels Zytokin-ELISA untersucht (Abb. 7). Die AIH-Kohorte bestand aus je vier 

Patienten mit AIH, die sich in kompletter bzw. partieller Remission befanden. Als Kontrollgruppe 

dienten Serumproben von Probanden, die bezüglich der Leber als gesund eingestuft waren. 

 

 

Abb. 7: IFN- und TNFα-Zytokinprofil der Serumproben von AIH-Patienten und Kontrollprobanden. In den 

Serumproben wurde die Konzentration von (A) IFN und (B) TNFα mittels Zytokin-ELISA bestimmt. Die 

gepunktete Linie repräsentiert die Detektionsgrenze des Tests. Statistisch signifikante Unterschiede in der 

Zytokinkonzentration im Serum von AIH-Patienten gegenüber Kontrollprobanden sind angegeben. (* p ≤ 0,05) 

 

Die mediane IFN-Konzentration lag in der Kontrollgruppe und der AIH-Gruppe unter der 

Detektionsgrenze von 47 pg/ml (Abb. 7A; p > 0,05). Die Konzentrationsbestimmung von TNFα 

(Abb. 7B) ergab in der Kontrollgruppe eine mediane Konzentration unter der Detektionsgrenze von 

≈ 31 pg/ml. Die Gruppe der AIH-Patienten wies eine mediane TNFα-Konzentration von ≈ 109 pg/ml 

auf und zeigte eine signifikant erhöhte TNFα-Serumkonzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe 

(p = 0,0225). 
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3.1.2 TH17-assoziiertes Zytokin im Serum 

Als Signaturzytokin für TH17-Zellen wurde die Konzentration von IL-17A mithilfe eines Zytokin-ELISAs 

im Serum gemessen. Dabei wurden je vier Patienten mit AIH in kompletter bzw. partieller Remission 

zu einer Gruppe zusammengefasst. Zur Kontrolle wurden Serumproben von Probanden verwendet, 

die in Bezug auf die Leber als gesund eingestuft wurden (Abb. 8). 

 

 

Abb. 8: IL-17A-Zytokinprofil der Serumproben von AIH-Patienten und Kontrollprobanden. In den 

Serumproben wurde die Konzentration von IL-17A mittels Zytokin-ELISA bestimmt. 

 

In der Kontrollgruppe wurde eine mediane IL-17A-Konzentration von 750 pg/ml detektiert. Die 

mediane Konzentration von IL-17A war in der AIH-Kohorte mit ≈ 253 pg/ml niedriger als in der 

Kontrollgruppe (p > 0,05). 

 

In der Summe zeigten die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung von T-zellspezifischen 

Zytokinen im Serum von AIH-Patienten, dass das TH1-assoziierte Zytokin IFN sowohl im Serum von 

AIH-Patienten als auch im Serum der Kontrollprobanden nicht nachgewiesen werden konnte. Jedoch 

war die Konzentration des TH1-assoziierten Zytokins TNFα im Serum von AIH-Patienten im Vergleich 

zur Kontrollgruppe signifikant erhöht. Des Weiteren wurde eine geringere Konzentration des TH17-

spezifischen IL-17A im Serum der AIH-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe detektiert. 

 

3.2 Charakterisierung der T-Zellen von AIH-Patienten 

Autoreaktive T-Zellen spielen in der Immunpathogenese der AIH eine tragende Rolle, da diese eine 

Zerstörung des hepatischen Parenchyms induzieren können. Sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen 

scheinen an der Immunpathogenese beteiligt zu sein107. Um die T-Zellen von AIH-Patienten näher zu 

charakterisieren, wurde zunächst die Frequenz von CD4+ und CD8+ T-Zellen im peripheren Blut 

bestimmt (Abschnitt 3.2.1). Des Weiteren erfolgte eine Analyse der Sekretion und Expression TH1-, 

TH17- und TH2-assoziierter Zytokine sowohl durch Zellen des PBMC-Kompartiments als auch durch LIL 

(Abschnitt 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4). Erweiternd wurde das Profil der PBMC und der LIL anhand der 
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Expression von Chemokinen untersucht (Abschnitt 3.2.5). Zusätzlich erfolgte eine Analyse der 

Expression von Koloniestimulierenden Faktoren und zytotoxischen Effektorproteinen 

(Abschnitt 3.2.6). 

 

3.2.1 Verteilung der CD4+ und CD8+ T-Zellen im PBMC-Kompartiment 

Da CD4+ und CD8+ T-Zellen an der AIH-Immunpathogenese beteiligt zu sein scheinen, wurde zunächst 

die Frequenz dieser Zellen in der Peripherie von therapienaïven AIH-Patienten bestimmt. Hierfür 

wurden PBMC aus Vollblut isoliert und durchflusszytometrisch analysiert. Als Kontrolle dienten PBMC 

gesunder Probanden. 

 

 
Abb. 9: Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Bestimmung der Frequenz von CD3

+
, CD3

+
CD4

+
 und 

CD3
+
CD8

+
 Zellen in AIH-Patienten und Kontrollprobanden. Die repräsentativen Punkteplots zeigen das Gating 

auf (A) Einzelzellen durch die FSC-A/FSC-H-Einstellung, (B) vitale Zellen, (C) Lymphozyten durch die 

FSC-A/SSC-A-Einstellung, (D) CD3
+
 Zellen und (E) CD4

+
 bzw. CD8

+
 Zellen. 

 

Die Eingrenzung der Zielzellen erfolgte zunächst durch Dublettendiskriminierung, Lebend/Tot-

Diskriminierung und morphologische Charakterisierung der Lymphozyten (Abb. 9A-C). Durch 

Anfärbung der Oberflächenmarker CD3, CD4 und CD8 wurde der prozentuale Anteil der CD4+ und 

CD8+ T-Zellen innerhalb der CD3+ Lymphozytenpopulation bestimmt (Abb. 9D, E). 
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Abb. 10: Frequenz der CD3

+
, der CD3

+
CD4

+
 und der CD3

+
CD8

+
 PBMC von therapienaïven AIH-Patienten und 

gesunden Kontrollprobanden. Aus dem peripheren Vollblut isolierte PBMC wurden über 24 Stunden kultiviert. 

Der prozentuale Anteil von (A) CD3
+
 Zellen innerhalb der Lymphozytenpopulation und von (B) CD4

+
 Zellen bzw. 

(C) CD8
+
 Zellen innerhalb der CD3

+
 Zellpopulation wurde durchflusszytometrisch bestimmt. 

 

Innerhalb der Lymphozytenpopulation hatten die CD3+ T Zellen bei den therapienaïven AIH-Patienten 

einen medianen Anteil von 66,20 %, bei den gesunden Kontrollprobanden war der mediane Anteil 

mit 58,00 % geringer (Abb. 10A; p > 0,05). Der prozentuale mediane Anteil von 75,60 % der 

CD3+CD4+ T-Zellen bei den therapienaïven AIH-Probanden war tendenziell höher als bei den 

gesunden Kontrollen (Abb. 10B; p = 0,0598). Diese wiesen im Vergleich einen prozentualen medianen 

Anteil von 63,00 % der CD3+CD4+ T-Zellen auf. Dahingegen war der mediane Anteil der 

CD3+CD8+ T-Zellen bei den AIH-Patienten mit 22,10 % im Vergleich zu den gesunden Probanden mit 

einem medianen Anteil von 31,40 % geringer (Abb. 10C; p > 0,05). 

 

3.2.2 Untersuchung TH1-assoziierter Zytokine 

Aktivierte TH1-Zellen sind Bestandteil der zellvermittelten Immunabwehr und tragen wesentlich zur 

Bekämpfung von intrazellulären Pathogenen bei, sind aber auch mit Autoimmunität assoziiert1,26,27. 

Zu den charakteristischen Signaturzytokinen der TH1-Antwort zählen vor allem die 

proinflammatorischen Zytokine IL-2 und IFN19. Auch TNFα kommt eine Bedeutung im Kontext von 

TH1-Immunantworten zu21-24. Hier wurden zum einen die PBMC von AIH-Patienten charakterisiert 

(Abschnitt 3.2.2.1), indem auf RNA-Ebene die Genexpression von IL2, IFNG und TNF untersucht 

wurde. Zusätzlich wurde die Produktion und Sekretion von IFN und TNFα mittels der ELISA-Methode 
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und durchflusszytometrisch ermittelt. Zum anderen wurden die LIL von AIH-Patienten charakterisiert 

(Abschnitt 3.2.2.2). Hierfür wurde das Expressionsniveau von IL2, IFNG und TNF sowie die Produktion 

von IFN und TNFα mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 

 

3.2.2.1 Expression und Sekretion TH1-assoziierter Zytokine durch mononukleäre Zellen aus 

peripherem Blut 

Mittels der qPCR-Methode wurde der TH1-Status von Zellen des PBMC-Kompartiments 

therapienaïver AIH-Patienten auf RNA-Ebene untersucht. Dafür wurde die Expression von IL2, IFNG 

und TNF der PBMC dieser AIH-Patienten mit der von gesunden Kontrollprobanden verglichen und die 

relative Expression in Abb. 11 dargestellt. Zur internen Normalisierung wurde in allen 

Untersuchungen das Haushaltsgen GAPDH verwendet. Zur Auswertung und Vergleichbarkeit der 

Daten wurde die Änderung der relativen Expression aller Proben und Kontrollen auf das mediane 

Expressionsniveau der Gesundkontrolle bezogen. 

 

 

Abb. 11: Genexpressionsanalyse von IL2, IFNG und TNF in PBMC von therapienaïven AIH-Patienten und 

gesunden Kontrollprobanden. Die relative Expression von (A) IL2, (B) IFNG und (C) TNF wurde mittels der 

qPCR-Methode in Duplikaten ermittelt und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung 

wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug 

auf das mediane Expressionsniveau der gesunden Kontrollprobanden. Statistisch signifikante Unterschiede in 

der Genexpression von AIH-Patienten gegenüber gesunden Probanden sind angegeben. (** p < 0,01) 
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Die Auswertungen der qPCR-Analysen ergaben, dass die IL2-Expression in den Proben der AIH-

Kohorte im Vergleich zur gesunden Gruppe auf das ≈ 0,30-fache signifikant erniedrigt war (Abb. 11A; 

p = 0,0021). IFNG war in den PBMC der AIH-Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden 

ebenfalls geringer exprimiert (Abb. 11B; ≈ 0,59-fach; p > 0,05). Bezüglich der TNF-Expression war eine 

signifikant höhere Expression in den PBMC der therapienaïven AIH-Gruppe ermittelt worden, welche 

um das ≈ 1,85-fache über dem Expressionsniveau der gesunden Kontrollgruppe lag (Abb. 11C; 

p = 0,0021). 

Zur Bestimmung der Konzentration von IFN und TNFα im Zellkulturüberstand von PBMC wurden die 

Zellen in vitro T-zellspezifisch mit αCD3 und αCD28 stimuliert, die Zellkulturüberstände nach drei 

Tagen abgenommen und mittels der ELISA-Methode auf ihren Zytokingehalt untersucht. In Abb. 12 

ist die Zytokinsekretion von IFN und TNFα durch PBMC therapienaïver AIH-Patienten im Vergleich zu 

gesunden Kontrollen gezeigt. In den Zellkulturüberständen der AIH-Kohorte lag die mediane 

Konzentration an IFN unter der Detektionsgrenze von 47 pg/ml (Abb. 12A). Die gesunde 

Kontrollgruppe wies im Vergleich dazu eine signifikant erhöhte mediane IFN-Konzentration von 

2173 pg/ml auf (p = 0,0022). Die Bestimmung von TNFα im Zellkulturüberstand ergab in der Gruppe 

der AIH-Patienten eine mediane Konzentration von ≈ 138 pg/ml (Abb. 12B). Bei den gesunden 

Probanden lag die mediane TNFα-Konzentration bei 1414 pg/ml und war signifikant höher als in der 

AIH-Gruppe (p = 0,0043). 

 

 
Abb. 12: IFN- und TNFα-Sekretion der PBMC von therapienaïven AIH-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden. Aus dem peripheren Vollblut isolierte PBMC wurden drei Tage mit αCD3 und αCD28 

stimuliert. Die Konzentration von (A) IFN und (B) TNFα in den Zellkulturüberständen wurde mittels Zytokin-

ELISA bestimmt. Die gepunktete Linie repräsentiert die Detektionsgrenze des Tests. Statistisch signifikante 

Unterschiede in der Zytokinsekretion von AIH-Patienten gegenüber gesunden Probanden sind angegeben. 

(** p < 0,01) 

 

Zur Untersuchung der Frequenz von IFN+TNFα-, IFN-TNFα+ und IFN+TNFα+ Zellen innerhalb der 

CD4+- und CD8+-Population des PBMC-Kompartiments wurden die Zellen mit PMA und Ionomycin 

unspezifisch stimuliert. Für die Auswertung wurden, wie in Abb. 9 gezeigt, die Zielzellen durch 
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Dubletten-, Lebend/Tot-Diskriminierung und morphologische Lymphozytencharakterisierung 

eingegrenzt. Die Festlegung der zu untersuchenden Populationen erfolgte durch Bestimmung der 

Oberflächenmarker CD3 und CD4 bzw. CD8. Mittels intrazellulärer Anfärbung der Zytokine IFN und 

TNFα konnte der prozentuale Anteil der Zielzellen anhand des Schemas in Abb. 13 ermittelt werden. 

 

 

Abb. 13: Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Bestimmung der Frequenz von IFN
+
, TNFα

+
 und 

IFN
+
TNFα

+
 Zellen innerhalb der CD3

+
CD4

+
 und CD3

+
CD8

+
 Zellpopulation in AIH-Patienten und 

Kontrollprobanden. Der repräsentative Punkteplot zeigt das Gating auf IFN
+
, TNFα

+
 und IFN

+
TNFα

+
 Zellen. 

 

Bei der durchflusszytometrischen Frequenzanalyse zeigte sich ein medianer prozentualer Anteil der 

IFN+TNFα- Zellen innerhalb der CD4+ T-Zellpopulation von 4,40 % bei den gesunden 

Kontrollprobanden (Abb. 14A). Im Vergleich dazu war der mediane prozentuale Anteil dieser Zellen 

mit 1,20 % bei den therapienaïven AIH-Patienten geringer (p > 0,05). Der mediane prozentuale Anteil 

der IFN+TNFα- Zellen der CD8+ T-Zellpopulation lag bei den gesunden Kontrollen bei 17,80 %, in der 

AIH-Kohorte bei 15,05 % (Abb. 14B; p > 0,05). Insgesamt war die mediane Frequenz der 

IFN+TNFα- CD8+ T-Zellen bei den gesunden Kontrollen und den AIH-Probanden höher als die der 

IFN+TNFα- CD4+ T-Zellen beider Gruppen. Die Frequenzanalyse der IFN-TNFα+ Zellen ergab innerhalb 

der CD4+ T-Zellpopulation einen medianen prozentualen Anteil bei den gesunden Probanden von 

9,30 % und bei den AIH-Patienten von 9,15 % (Abb. 14C; p > 0,05). Die Frequenz der 

IFN-TNFα+ Zellen innerhalb der CD8+ T-Zellpopulation lag bei den gesunden Kontrollen bei 1,95 % 

(Abb. 14D). Im Vergleich dazu war der mediane prozentuale Anteil dieser Zellen bei den AIH-

Patienten mit 8,10 % signifikant erhöht (p = 0,0127). Die Analyse der Frequenz der IFN+TNFα+ Zellen 

innerhalb der CD4+ T-Zellpopulation zeigte einen medianen prozentualen Anteil bei den gesunden 

Kontrollen von 4,35 % und in der AIH-Gruppe von 2,95 % (Abb. 14E; p > 0,05). Innerhalb der 

CD8+ T-Zellpopulation lag die Frequenz der IFN+TNFα+ Zellen bei den gesunden Probanden bei 

11,90 % und bei den AIH-Probanden bei 7,45 % (Abb. 14F; p > 0,05). Generell war der mediane 
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prozentuale Anteil der IFN+TNFα+ Zellen in der CD8+ T-Zellpopulation beider Gruppen höher als der 

Anteil der IFN+TNFα+ Zellen innerhalb der CD4+ T-Zellpopulation. 

 

 
Abb. 14: Frequenz der IFN- und TNFα-produzierenden und IFN/TNFα-koproduzierenden CD4

+
 und 

CD8
+
 T-Zellen im PBMC-Kompartiment von therapienaïven AIH-Patienten und gesunden Kontrollprobanden. 

Aus dem peripheren Vollblut isolierte PBMC wurden 4 Stunden mit PMA und Ionomycin stimuliert. Die 

Frequenz von (A) IFN-produzierenden CD4
+
 T-Zellen (CD3

+
CD4

+
IFN

+
TNFα

-
), (B) IFN-produzierenden 

CD8
+
 T-Zellen (CD3

+
CD8

+
IFN

+
TNFα

-
), (C) TNFα-produzierenden CD4

+
 T-Zellen (CD3

+
CD4

+
IFN

-
TNFα

+
), (D) TNFα-

produzierenden CD8
+
 T-Zellen (CD3

+
CD8

+
IFN

-
TNFα

+
), (E) IFN/TNFα-koproduzierenden CD4

+
 T-Zellen 

(CD3
+
CD4

+
IFN

+
TNFα

+
) und (F) IFN/TNFα-koproduzierenden CD8

+
 T-Zellen (CD3

+
CD8

+
IFN

+
TNFα

+
) wurde 

durchflusszytometrisch untersucht. Statistisch signifikante Unterschiede in der Zellfrequenz bei AIH-Patienten 

gegenüber gesunden Probanden sind angegeben. (* p ≤ 0,05) 

 

Zusammengefasst wiesen die Zellen des gesamten PBMC-Kompartiments in AIH-Patienten eine 

verminderte Expression der TH1-spezifischen Zytokine IL2 und IFNG auf, wohingegen TNF stärker 
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exprimiert wurde, verglichen mit den gesunden Kontrollen. Zusätzlich zeigte sich in den 

Zellkulturüberständen nach T-zellspezifischer Stimulation der gesamten PBMC von AIH-Patienten 

ebenfalls eine geringere IFN-Sekretion, allerdings war auch die Sekretion von TNFα im Vergleich zur 

gesunden Kontrolle vermindert. Die Auswertung der CD4+ Zellpopulationen innerhalb des PBMC-

Kompartiments von AIH-Patienten ergab bei den IFN+ CD4+ T-Zellen als auch bei den 

IFN+TNFα+ CD4+ T-Zellen eine geringere Frequenz im Vergleich zu den TNFα+ CD4+ T-Zellen der AIH-

Kohorte. Innerhalb der CD8+ Zellpopulation konnte eine höhere Frequenz von IFN+ CD8+ T-Zellen 

und IFN+TNFα+ CD8+ T-Zellen identifiziert werden, verglichen mit den CD4+ T-Zellen der AIH-

Patienten. Jedoch war die Frequenz dieser IFN+ CD8+ T-Zellen und IFN+TNFα+ CD8+ T-Zellen 

vergleichbar mit der in den Kontrollprobanden. Einzig die Frequenz der TNFα+ CD8+ T-Zellen war in 

der AIH-Kohorte höher als in der Kontrollgruppe, aber vergleichbar mit der Frequenz der 

TNFα+ CD4+ T-Zellen in den AIH-Patienten. 

 

3.2.2.2 Expression TH1-assoziierter Zytokine durch leberinfiltrierende Lymphozyten 

Um zu ermitteln, ob LIL von AIH-Patienten TH1-Charakteristika aufweisen, wurde mittels der qPCR-

Methode auf RNA-Ebene das Expressionsniveau von IL2, IFNG und TNF ermittelt. Als Kontrollgruppe 

dienten Patienten, die keine autoimmune Lebererkrankung aufwiesen. Dabei handelte es sich um 

jeweils zwei Patienten mit Adenom- bzw. NASH-Erkrankung. Die relative Expression von IL2, IFNG 

und TNF der LIL aus AIH-Patienten und Kontrollen wurde auf das mediane Expressionsniveau der 

Kontrollgruppe normiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 15 dargestellt. Bei allen Untersuchungen wurde 

das Haushaltsgen GAPDH zur internen Normalisierung genutzt. 

Bei der Auswertung der Genexpression zeigte die AIH-Kohorte eine signifikant höhere mediane 

Expression von IL2, welche um das 16,36-fache über der medianen IL2-Expression der Kontrollgruppe 

lag (Abb. 15A; p = 0,0336). Die qPCR-Analysen zeigten weiterhin, dass die Expression von IFNG in LIL 

der AIH-Gruppe um das ≈ 9,06-fache signifikant höher exprimiert war im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Abb. 15B; p = 0,0040). Die TNF-Expression lag in der AIH-Gruppe um das ≈ 3,17-fache 

signifikant über dem medianen Expressionsniveau der Kontrollgruppe (Abb. 15C; p = 0,0360). 
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Abb. 15: Genexpressionsanalyse von IL2, IFNG und TNF in LIL von AIH-Patienten und Kontrollprobanden. Die 

relative Expression von (A) IL2, (B) IFNG und (C) TNF wurde mittels der qPCR-Methode in Duplikaten ermittelt 

und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. 

Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das mediane Expressionsniveau der 

Kontrollprobanden. Statistisch signifikante Unterschiede in der Genexpression von AIH-Patienten gegenüber 

Kontrollprobanden sind angegeben. (* p ≤ 0,05; ** p < 0,01) 

 

Zur Bestimmung des prozentualen Anteils von IFN+TNFα-, IFN-TNFα+ und IFN+TNFα+ Zellen 

innerhalb der CD4+- und CD8+-Population der LIL wurden diese mit PMA und Ionomycin unspezifisch 

stimuliert. Zur Ermittlung der IFN+TNFα-, IFN-TNFα+ und IFN+TNFα+ Zellfrequenz wurden die 

Zielzellen, wie in Abb. 9 dargestellt, mittels Dubletten- und Lebend/Tot-Diskriminierung sowie 

morphologischer Lymphozytencharakterisierung eingegrenzt und mithilfe der Oberflächenmarker 

CD3 und CD4 bzw. CD8 näher charakterisiert. Durch intrazelluläre Anfärbung der Zytokine IFN und 

TNFα wurde die Frequenz der Zielzellen mithilfe des in Abb. 13 gezeigten Schemas bestimmt. 

Die Frequenzanalyse der IFN+TNFα- Zellen innerhalb der CD4+ T-Zellpopulation ergab für die Zellen in 

der Peripherie von AIH-Patienten einen prozentualen Anteil von 1,20 % (Abb. 16A). Im Vergleich dazu 

war der Anteil der IFN+TNFα- CD4+ T-Zellen in der Leber mit 5,70 % erhöht (p > 0,05). Die mediane 

Frequenz der IFN+TNFα- CD8+ T-Zellen lag innerhalb des PBMC-Kompartiments bei 15,05 %, in der 

Leber war der prozentuale Anteil mit 22,50 % höher (Abb. 16B; p > 0,05). Der mediane Anteil der 

IFN-TNFα+ CD4+ T-Zellen lag im Kompartiment der PBMC bei 9,15 % und war im Vergleich dazu mit 

20,50 % im LIL-Kompartiment tendenziell erhöht (Abb. 16C; p = 0,0952). Bei den IFN-TNFα+ Zellen 

innerhalb der CD8+ T-Zellpopulation war die Frequenz mit 8,10 % in der Peripherie und mit 8,80 % in 
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der Leber vergleichbar (Abb. 16D; p > 0,05). Der mediane prozentuale Anteil der 

IFN+TNFα+ CD4+ T-Zellen im PBMC-Kompartiment lag bei 2,95 % (Abb. 16E). Dagegen war die 

mediane Frequenz der IFN+TNFα+ leberinfiltrierenden CD4+ T-Zellen mit 13,20 % erhöht (p > 0,05). 

Bei den CD8+ T-Zellen war der mediane Anteil der IFN+TNFα+ Zellen bei den LIL mit 24,00 % höher im 

Vergleich zu den 7,45 % bei den PBMC (Abb. 16F; p > 0,05). 

 

 

Abb. 16: Frequenz der IFN- und TNFα-produzierenden und IFN/TNFα-koproduzierenden CD4
+
 und 

CD8
+
 T-Zellen im LIL- und PBMC-Kompartiment von therapienaïven AIH-Patienten. Aus Leberbiopsien isolierte 

LIL und aus dem peripheren Vollblut isolierte PBMC wurden 4 Stunden mit PMA und Ionomycin stimuliert. Die 
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) wurde 

durchflusszytometrisch untersucht. 
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In der Summe zeigten die Ergebnisse der gesamten LIL von AIH-Patienten im Vergleich zur Kontrolle 

eine erhöhte Expression der TH1-assoziierten Gene IL2, IFNG und TNF. Weiterführend wurde gezeigt, 

dass in AIH-Patienten die Frequenz der IFN+, TNFα+ und IFN+TNFα+ CD4+ T-Zellen in der Leber höher 

war als in der Peripherie. Dabei war die Frequenz der TNFα+ CD4+ T-Zellen am höchsten, gefolgt von 

IFN+TNFα+ sezernierenden CD4+ T-Zellen. Auch bei den intrahepatischen CD8+ T-Zellen konnte eine 

höhere Frequenz von IFN+ und IFN+TNFα+ Zellen detektiert werden, verglichen mit der Peripherie. 

Die Frequenz der TNFα+ CD8+ T-Zellen war bei den LIL und PBMC der AIH-Patienten vergleichbar, aber 

verglichen mit der Frequenz der intrahepatischen TNFα+ CD4+ T-Zellen geringer. 

 

3.2.3 Untersuchung TH17-assoziierter Zytokine 

TH17-Zellen haben eine eminente Bedeutung bei der Beseitigung extrazellulärer Bakterien und Pilze1, 

scheinen aber auch in chronisch-entzündlichen, organspezifische Autoimmunerkrankungen involviert 

zu sein30. Charakteristische TH17-spezifische Signaturproteine sind unter anderem die Zytokine IL-17A 

und IL-22, wohingegen die Zytokine TGF und IL-6 die TH17-Zelldifferenzierung fördern28,32,35,36,41. Es 

erfolgte eine Charakterisierung der PBMC von AIH-Patienten (Abschnitt 3.2.3.1) durch 

Genexpressionsanalysen von IL17A und IL22, aber auch TGFB1 und IL6. Zusätzlich wurde die IL-17A-

Produktion mittels der ELISA-Methode und im Durchflusszytometer bestimmt. Des Weiteren wurden 

die LIL von AIH-Patienten in Bezug auf die Genexpression von IL17A, IL22, TGFB1 und IL6 analysiert 

sowie die IL-17A-Produktion durch CD4+ und CD8+ T-Zellen durchflusszytometrisch untersucht 

(Abschnitt 3.2.3.2). 

 

3.2.3.1 Expression und Sekretion TH17-assoziierter Zytokine durch mononukleäre Zellen aus 

peripherem Blut 

Zur Untersuchung des TH17-Status der PBMC von therapienaïven AIH-Patienten wurde mittels der 

qPCR-Methode auf RNA-Ebene das relative Genexpressionsniveau der TH17-Signaturzytokine IL-17A 

und IL-22 ermittelt. Das Haushaltsgen GAPDH wurde zur internen Normalisierung verwendet. Die 

Expression der Gene IL17A und IL22 in den Zellen des PBMC-Kompartiments der AIH-Patienten 

wurde mit der von gesunden Probanden verglichen. Für die Auswertung wurde die relative 

Expression aller Proben und Kontrollen auf das mediane Expressionsniveau der gesunden Kontrollen 

normiert und in Abb. 17 graphisch aufgetragen. 

Die Auswertung der Genexpression von IL17A zeigte in der Kohorte der AIH-Patienten eine 

tendenziell niedrigere Expression auf das ≈ 0,06-fache im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe 

(Abb. 17A; p = 0,0542). Bei sieben der acht AIH-Patienten lag die IL17A-Expression unterhalb der 

Detektionsgrenze des Tests, bei den gesunden Probanden konnte bei zwei Personen keine Expression 

von IL17A detektiert werden. In Bezug auf die Expression von IL22 zeigte die AIH-Gruppe eine 
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≈ 0,38-fache und damit niedrigere Expression verglichen mit der gesunden Kohorte (Abb. 17B; 

p > 0,05). Die Expression des IL22-Gens lag bei drei der acht AIH-Patienten unter der 

Detektionsgrenze des Tests sowie bei drei der zehn Kontrollprobanden. 

 

 

Abb. 17: Genexpressionsanalyse von IL17A und IL22 in PBMC von therapienaïven AIH-Patienten und 

gesunden Kontrollprobanden. Die relative Expression von (A) IL17A und (B) IL22 wurde mittels der qPCR-

Methode in Duplikaten ermittelt und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das 

Haushaltsgen GAPDH verwendet. Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das 

mediane Expressionsniveau der gesunden Kontrollprobanden. Die gepunktete Linie repräsentiert die 

Detektionsgrenze des Tests. 

 

Für die Bestimmung der IL-17A-Sekretion durch PBMC wurden die Zellen in vitro mit αCD3 und 

αCD28 T-zellspezifisch stimuliert und für drei Tage kultiviert. Mithilfe der ELISA-Methode wurde die 

IL-17A-Konzentration in den Zellkulturüberständen detektiert. 

 

 

Abb. 18: IL-17A-Sekretion der PBMC von therapienaïven AIH-Patienten und gesunden Kontrollprobanden. 

Aus dem peripheren Vollblut isolierte PBMC wurden drei Tage mit αCD3 und αCD28 stimuliert. Die 

Konzentration von IL-17A in den Zellkulturüberständen wurde mittels Zytokin-ELISA bestimmt. 

 

In Abb. 18 ist die Zytokinsekretion von IL-17A durch die PBMC therapienaïver AIH-Patienten im 

Vergleich zu gesunden Kontrollen aufgetragen. Die mediane Konzentration von IL-17A in den 



 
61 Ergebnisse 

Zellkulturüberständen lag sowohl in der AIH-Kohorte als auch in der gesunden Kontrollgruppe bei 

≈ 57 pg/ml (p > 0,05). 

 

 

Abb. 19: Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Bestimmung der Frequenz von IL-17A
+
IFN

-
 Zellen 

innerhalb der CD3
+
CD4

+
 und CD3

+
CD8

+
 Zellpopulation in AIH-Patienten und Kontrollprobanden. Der 

repräsentative Punkteplot zeigt das Gating auf IFN
+
, IL-17A

+
 und IFN

+
IL-17A

+
 Zellen. 

 

Für die durchflusszytometrische Frequenzanalyse der IFN-IL-17A+ Zellen in der CD4+- und CD8+-

Population des PBMC-Kompartiments wurden die PBMC mit PMA und Ionomycin unspezifisch 

stimuliert. Um die Zielzellen einzugrenzen, wurden die Lymphozyten gemäß dem Schema in Abb. 9 

nach Dubletten- und Lebend/Tot-Diskriminierung morphologisch charakterisiert und die zu 

untersuchenden T-Zellpopulationen anhand der Oberflächenmarker CD3 und CD4 bzw. CD8 

festgelegt. Durch intrazellulärer Färbung der Zytokine IFN und IL-17A wurde die Frequenz der 

Zielzellen anhand des in Abb. 19 dargestellten Schemas ermittelt. 

CD4+ T-Zellen, die gleichzeitig IFN und IL-17A produzieren, werden als TH1/TH17-Zellen 

bezeichnet26,203,204. Es konnten in den untersuchten Proben der AIH-Kohorte und der gesunden 

Kontrollprobanden keine T-Zellen detektiert werden, die sowohl IFN+ als auch IL-17A+ waren, 

weshalb keine graphische Auswertung dieser Zellpopulation vorgenommen wurde. 
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Abb. 20: Frequenz der IL-17A-produzierenden CD4
+
 und CD8

+
 T-Zellen im PBMC-Kompartiment von 

therapienaïven AIH-Patienten und gesunden Kontrollprobanden. Aus dem peripheren Vollblut isolierte PBMC 

wurden 4 Stunden mit PMA und Ionomycin stimuliert. Die Frequenz von (A) IL-17A-produzierenden 

CD4
+
 T-Zellen (CD3

+
CD4

+
IFN

-
IL-17A

+
) und (B) IL-17A-produzierenden CD8

+
 T-Zellen (CD3

+
CD8

+
IFN

-
IL-17A

+
) 

wurde durchflusszytometrisch untersucht. 

 

Die Analyse der Frequenz von IFN-IL-17A+ CD4+ T-Zellen im PBMC-Kompartiment der gesunden 

Probanden lag bei einem medianen prozentualen Anteil von 0,40 %, während die der AIH-Patienten 

mit 0,20 % niedriger war (Abb. 20A; p > 0,05). In der CD8+ Population lag die mediane IFN-IL-17A+-

Zellfrequenz der gesunden Kontrollen bei 0,10 % und in den AIH-Probanden konnten im Median 

keine IFN-IL-17A+ CD8+ T-Zellen in der Peripherie nachgewiesen werden (Abb. 20B; p > 0,05). 

 

 

Abb. 21: Genexpressionsanalyse von TGFB1 und IL6 in PBMC von therapienaïven AIH-Patienten und 

gesunden Kontrollprobanden. Die relative Expression von (A) TGFB1 und (B) IL6 wurde mittels der qPCR-

Methode in Duplikaten ermittelt und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das 

Haushaltsgen GAPDH verwendet. Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das 

mediane Expressionsniveau der gesunden Kontrollprobanden. 

 

Um zu überprüfen, ob Zellen innerhalb der PBMC-Population Zytokine produzieren, die die 

Differenzierung zu TH17-Zellen fördern, wurde die Expression der Zytokine TGF und IL-6 auf RNA-

Ebene mittels qPCR untersucht und auf das mediane Expressionsniveau der Gesundkontrolle 

normiert. TGFB1 zeigte sich bei den AIH-Patienten um das 1,15-fache höher exprimiert als in 
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Gesundkontrollen (Abb. 21A; p > 0,05). Die IL6-Expression war auf das 0,60-fache erniedrigt im 

Vergleich zu den gesunden Probanden (Abb. 21B; p > 0,05). 

 

Zusammengefasst zeigten die Untersuchungen der gesamten PBMC von AIH-Patienten in Bezug auf 

TH17-spezifische Zytokine eine geringe bis keine Expression der Gene IL17A und IL22 verglichen mit 

den gesunden Kontrollen. Im Zellkulturüberstand der PBMC konnte nach T-zellspezifischer 

Stimulation eine vergleichbare, aber geringe Sekretion von IL-17A in AIH-Patienten und Kontrollen 

detektiert werden. Die Untersuchung der CD4+ und CD8+ Zellpopulationen innerhalb des PBMC-

Kompartiments zeigte eine verminderte Frequenz von IFN-IL-17A+ T-Zellen, wobei diese in AIH-

Patienten und Kontrollprobanden per se gering war. IFN+IL-17A+ T-Zellen konnten nicht detektiert 

werden. Die Genexpressionsstudien von TH17-differenzierungsfördernden Faktoren zeigten in den 

AIH-Patienten keine erhöhte Expression von TGFB1 und IL6. 

 

3.2.3.2 Expression TH17-assoziierter Zytokine durch leberinfiltrierende Lymphozyten 

Mithilfe der qPCR-Methode wurde auf RNA-Ebene der TH17-Status der LIL von AIH-Patienten anhand 

der relativen Genexpression der TH17-assoziierten Gene IL17A und IL22 evaluiert. Zur internen 

Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. Als Kontrolle dienten jeweils zwei 

Patienten mit Adenom- bzw. NASH-Erkrankung. Die relative Expression der Proben und Kontrollen 

wurde auf das mediane Expressionsniveau der Kontrollgruppe normiert, die Ergebnisse sind in 

Abb. 22 dargestellt. 

 

 
Abb. 22: Genexpressionsanalyse von IL17A und IL22 in LIL von AIH-Patienten und Kontrollprobanden. Die 

relative Expression von (A) IL17A und (B) IL22 wurde mittels der qPCR-Methode in Duplikaten ermittelt und mit 

der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. 

Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das mediane Expressionsniveau der 

Kontrollprobanden. 

 

Die Genexpressionsanalyse zeigte, dass IL17A bei den Patienten mit AIH ≈ 1,72-fach höher exprimiert 

wurde im Vergleich zu den Patienten ohne autoimmune Lebererkrankung (Abb. 22A; p > 0,05). 



 
64 Ergebnisse 

Bezüglich der medianen IL22-Expression zeigte die AIH-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine 

≈ 0,49-fache und damit niedrigere Expression (Abb. 22B; p > 0,05). Beim Vergleich der einzelnen 

Patientendaten fielen drei AIH-Patienten auf, die eine vielfach erhöhte Expression sowohl von IL17A 

(≈ 98,61-fach, ≈ 38,69-fach und ≈ 28,90-fach) als auch IL22 (≈ 38,13-fach, ≈ 29,04-fach und 

≈ 4,55-fach) im Vergleich zur Kontrolle und innerhalb der AIH-Kohorte aufwiesen. 

Zur Untersuchung der Frequenz von IFN-IL-17A+ CD4+ bzw. CD8+ LIL wurden diese mit PMA und 

Ionomycin unspezifisch stimuliert und gemäß dem Schema in Abb. 9 nach Dubletten- und 

Lebend/Tot-Diskriminierung morphologisch als Lymphozyten charakterisiert sowie mittels der 

Oberflächenmarker CD3 und CD4 bzw. CD8 die zu untersuchenden Populationen festgelegt. Nach 

intrazellulärer Färbung der Zytokine IFN und IL-17A konnte anhand des in Abb. 19 gezeigten 

Schemas der prozentuale Anteil der Zielzellen ermittelt werden. 

IFN/IL-17A-koproduzierende CD4+ T-Zellen, also TH1/TH17-Zellen26,203,204, konnten in den 

untersuchten Proben der AIH-Kohorte und Kontrollprobanden nicht detektiert werden, weshalb 

keine graphische Auswertung dieser Zellpopulation vorgenommen wurde. 

 

 

Abb. 23: Frequenz der IL-17A-produzierenden CD4
+
 und CD8

+
 T-Zellen im LIL- und PBMC-Kompartiment von 

therapienaïven AIH-Patienten. Aus Leberbiopsien isolierte LIL und aus dem peripheren Vollblut isolierte PBMC 

wurden 4 Stunden mit PMA und Ionomycin stimuliert. Die Frequenz von (A) IL-17A-produzierenden 

CD4
+
 T-Zellen (CD3

+
CD4

+
IFN

-
IL-17A

+
) und (B) IL-17A-produzierenden CD8

+
 T-Zellen (CD3

+
CD8

+
IFN

-
IL-17A

+
) 

wurde durchflusszytometrisch untersucht. Statistisch signifikante Unterschiede in der Zellfrequenz von LIL 

gegenüber PBMC bei AIH-Patienten sind angegeben. (* p ≤ 0,05) 

 

Die mediane Frequenz der IFN-IL-17A+ CD4+ T-Zellen von therapienaïven AIH-Patienten lag bei 

0,20 % im PBMC-Kompartiment, innerhalb des Kompartiments der LIL war die mediane Frequenz mit 

1,20 % signifikant erhöht (Abb. 23A; p = 0,0119). Innerhalb der CD8+ Population lag die mediane 

Frequenz der IFN-IL-17A+ Zellen in der Leber von AIH-Patienten bei 0,40 % und somit tendenziell 

höher als in der Peripherie, wo im Median keine IFN-IL-17A+ CD8+ T-Zellen detektiert werden 

konnten (Abb. 23B; p = 0,0833). 
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Die Untersuchung der Expression von TGF und IL-6, also den Faktoren, die die TH17-Differenzierung 

unterstützen, wurde auf RNA-Ebene mittels qPCR analysiert. Zur Auswertung wurde die relative 

Änderung der Genexpression von TGFB1 bzw. IL6 auf das mediane Expressionsniveau der 

Kontrollgruppe bezogen. Die mediane TGFB1-Expression in der AIH-Kohorte und der Kontrollgruppe 

war mit ≈ 0,97 vergleichbar hoch (Abb. 24A; p > 0,05). Dagegen war die mediane Expression von IL6 

bei den AIH-Patienten um das ≈ 3,23-fache höher als in der Kontrollgruppe (Abb. 24B; p > 0,05). 

 

 

Abb. 24: Genexpressionsanalyse von TGFB1 und IL6 in LIL von AIH-Patienten und Kontrollprobanden. Die 

relative Expression von (A) TGFB1 und (B) IL6 wurde mittels der qPCR-Methode in Duplikaten ermittelt und mit 

der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. 

Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das mediane Expressionsniveau der 

Kontrollprobanden. 

 

Zusammengefasst zeigten die Genexpressionsanalysen der TH17-assoziierten Gene in den LIL der AIH-

Patienten im Vergleich zur Kontrolle eine marginal erhöhte Expression von IL17A, aber eine 

verminderte Expression von IL22. Die Untersuchung der IL-17A-produzierenden Zellen innerhalb des 

LIL-Kompartiments zeigte eine erhöhte Frequenz von IFN-IL-17A+ CD4+ und CD8+ T-Zellen im 

Vergleich zur Peripherie von AIH-Patienten, dennoch war der prozentuale Anteil innerhalb der 

intrahepatischen CD4+ und CD8+ Zellpopulationen per se gering. Die Analysen der TH17-

differenzierungsfördernden Zytokine TGF und IL-6 ergaben eine vergleichbare TGFB1-Expression in 

AIH-Patienten und Kontrollen, aber eine erhöhte Expression von IL6 in den LIL der AIH-Patienten. 

 

3.2.4 Untersuchung TH2-assoziierter Zytokine 

Eine Funktion von TH2-Zellen, als Bestandteil der humoralen Immunantwort, ist die Produktion von 

Antikörpern durch B-Zellen zu induzieren205. Dementsprechend stehen TH2-assoziierte Zytokine in 

Verbindung mit einer starken Antikörperproduktion22. Die Titer verschiedener Autoantikörper 

korrelieren mit der Schwere der AIH-Erkrankung111,137, was auf eine verstärkte TH2-Antwort 

hindeuten könnte. Charakteristische TH2-Zytokine sind IL-4, IL-10 und IL-1329, deren Genexpression 
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auf RNA-Ebene sowohl in den extrahepatischen PBMC von AIH-Patienten (Abschnitt 3.2.4.1) als auch 

in den intrahepatischen LIL (Abschnitt 3.2.4.2) untersucht wurde. 

 

3.2.4.1 Expression TH2-assoziierter Zytokine durch mononukleäre Zellen aus peripherem Blut 

Der TH2-Status der Zellen des PBMC-Kompartiments von therapienaïven AIH-Patienten wurde auf 

RNA-Ebene mithilfe der qPCR-Methode ermittelt. Hierfür wurde das Expressionsniveau der TH2-

assoziierten Zytokine IL4, IL10 und IL13 bestimmt, wobei das Haushaltsgen GAPDH zur internen 

Normalisierung verwendet wurde. Für die Auswertung wurde die relative Expression der Proben von 

AIH-Patienten und gesunden Kontrollen ins Verhältnis mit dem medianen Expressionsniveau der 

Kontrollgruppe gesetzt. Die relative Änderung der Genexpression ist in Abb. 25 graphisch 

aufgetragen. 

 

 

Abb. 25: Genexpressionsanalyse von IL4, IL10 und IL13 in PBMC von therapienaïven AIH-Patienten und 

gesunden Kontrollprobanden. Die relative Expression von (A) IL4, (B) IL10 und (C) IL13 wurde mittels der qPCR-

Methode in Duplikaten ermittelt und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das 

Haushaltsgen GAPDH verwendet. Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das 

mediane Expressionsniveau der gesunden Kontrollprobanden. Die gepunktete Linie repräsentiert die 

Detektionsgrenze des Tests. 

 

Die IL4-Expression zeigte sich in den PBMC der AIH-Patienten auf das ≈ 1,29-fach erhöht im Vergleich 

zu der medianen Expression der gesunden Kontrollen (Abb. 25A; p > 0,05). Die Genexpression von 

IL10 war, verglichen mit den Kontrollprobanden, bei den AIH-Patienten um das ≈ 2,01-fache erhöht 
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(Abb. 25B; p > 0,05). Des Weiteren zeigte sich eine tendenziell erniedrigte Expression von IL13 bei 

den AIH-Patienten auf das ≈ 0,22-fache im Vergleich zur gesunden Kontrolle (Abb. 25C; p = 0,0671). 

Bei zwei der acht untersuchten therapienaïven AIH-Patienten lag die IL13-Expression unterhalb der 

Detektionsgrenze des Tests. 

 

3.2.4.2 Expression TH2-assoziierter Zytokine durch leberinfiltrierende Lymphozyten 

Zur Untersuchung des TH2-Status der LIL von AIH-Patienten wurde die Genexpression von IL4, IL10 

und IL13 analysiert und auf das mediane Expressionsniveau der LIL der Kontrollgruppe normiert, die 

aus je zwei Adenom- und NASH-Patienten bestand. Die Änderung der relativen Expression der 

Proben und Kontrollen ist in Abb. 26 graphisch wiedergegeben. Zur internen Normalisierung wurde 

das Haushaltsgen GAPDH verwendet. 

 

 
Abb. 26: Genexpressionsanalyse von IL4, IL10 und IL13 in LIL von AIH-Patienten und Kontrollprobanden. Die 

relative Expression von (A) IL4 (B) IL10 und (C) IL13 wurde mittels der qPCR-Methode in Duplikaten ermittelt 

und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. 

Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das mediane Expressionsniveau der 

Kontrollprobanden. 

 

Die Genexpressionsanalyse der LIL von AIH-Patienten zeigte eine ≈ 2,14-fach tendenziell erhöhte IL4-

Expression (Abb. 26A; p = 0,0999). Die mediane Expression von IL10 bei den AIH-Patienten war um 

das ≈ 2,02-fache ebenfalls erhöht () (Abb. 26B; p > 0,05). Des Weiteren war auch die IL13-Expression 

um das ≈ 2,06-fache erhöht (Abb. 26C; p = 0,1007). 
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3.2.5 Chemokine und Chemokinrezeptoren 

Chronisch-entzündliche Erkrankungen sind durch die Gegenwart von zellulären Infiltraten 

charakterisiert, wobei Chemokine an diesem Phänomen beteiligt zu sein scheinen206. Bei Chemokinen 

handelt sich um eine Familie von niedermolekularen, chemotaktisch wirkenden Zytokinen, die unter 

anderem die Aktivierung und Migration von Immunzellen wie Phagozyten und Lymphozyten aus dem 

Blutsystem und im Gewebe stimulieren und regulieren1,8. Chemokine werden wirksam durch Bindung 

an ihre Rezeptoren, die sich auf der Zellmembran der Zielzellen befinden. Chemokinrezeptoren sind 

nützlich bei der Identifizierung der verschiedenen T-Zellsubpopulation. Den Chemokinrezeptor CXCR3 

findet man auf diversen Zellen des Immunsystems, insbesondere auf aktivierten T-Zellen207. Die 

Liganden von CXCR3 sind CXCL9, CXCL10 und CXCL11208, deren Expression durch die TH1-spezifischen 

Zytokine IFN und TNFα induziert wird24. Zusammen mit CXCR3 ist der Chemokinrezeptor CCR5 

charakteristisch für TH1-Zellen188,189, während die CXCR3/CCR6-Rezeptorkombination typisch für 

TH17-Zellen ist41,195,203. Ein Ligand von CCR5 ist CCL5, welcher profibrotische Eigenschaften hat191. Die 

Genexpression der Chemokinrezeptoren CXCR3, CCR5 und CCR6 sowie der Chemokinliganden CXCL9, 

CXCL10, CXCL11 und CCL5 wurden sowohl in den PBMC (Abschnitt 3.2.5.1) als auch in den LIL 

(Abschnitt 3.2.5.2) von AIH-Patienten untersucht. 

 

3.2.5.1 Expression von Chemokinen durch mononukleäre Zellen aus peripherem Blut 

Auf RNA-Ebene wurde mittels qPCR die Expression von ausgewählten Chemokinrezeptoren und 

deren Liganden bei therapienaïven AIH-Patienten im PBMC-Kompartiment untersucht. Dafür wurde 

die relative Änderung der Genexpression von CXCR3, CCR5 und CCR6 (Abb. 27), CXCL9, CXCL10 und 

CXCL11 (Abb. 28) sowie CCL5 (Abb. 29) bestimmt, indem die relative Expression der Proben und 

Kontrollen auf das mediane Expressionsniveau der gesunden Kontrollprobanden normiert wurde. Zur 

internen Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. 
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Abb. 27: Genexpressionsanalyse von CXCR3, CCR5 und CCR6 in PBMC von therapienaïven AIH-Patienten und 

gesunden Kontrollprobanden. Die relative Expression von (A) CXCR3, (B) CCR5 und (B) CCR6 wurde mittels der 

qPCR-Methode in Duplikaten ermittelt und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung 

wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug 

auf das mediane Expressionsniveau der gesunden Kontrollprobanden. Statistisch signifikante Unterschiede in 

der Genexpression von AIH-Patienten gegenüber gesunden Probanden sind angegeben. (** p < 0,01) 

 

Im Vergleich zur medianen Expression der Kontrollprobanden konnte eine niedrigere CXCR3-

Expression in der AIH-Kohorte auf das ≈ 0,74-fache nachgewiesen werden (Abb. 27A; p > 0,05). 

Bezüglich CCR5 zeigte sich ebenfalls eine geringere Expression auf das ≈ 0,67-fache im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Abb. 27B; p > 0,05). CCR6 wurde in den PBMC von AIH-Patienten im Vergleich zur 

Kontrolle auf das ≈ 0,20-fache signifikant schwächer exprimiert (Abb. 27C; p = 0,0021). 
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Abb. 28: Genexpressionsanalyse von CXCL9, CXCL10 und CXCL11 in PBMC von therapienaïven AIH-Patienten 

und gesunden Kontrollprobanden. Die relative Expression von (A) CXCL9, (B) CXCL10 und (B) CXCL11 wurde 

mittels der qPCR-Methode in Duplikaten ermittelt und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen 

Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. Dargestellt ist die relative Änderung der 

Genexpression in Bezug auf das mediane Expressionsniveau der gesunden Kontrollprobanden. Statistisch 

signifikante Unterschiede in der Genexpression von AIH-Patienten gegenüber gesunden Probanden sind 

angegeben. (** p < 0,01; *** p < 0,001) 

 

Bei CXCL9 zeigte sich in der AIH-Kohorte eine ≈ 4,61-fach signifikant höhere Expression als in der 

Gruppe der gesunden Kontrollprobanden (Abb. 28A; p = 0,0003). Des Weiteren wurde CXCL10 in den 

PBMC der AIH-Gruppe um das ≈ 2,34-fache signifikant stärker exprimiert als bei den gesunden 

Kontrollen (Abb. 28B; p = 0,0013). Bezüglich CXCL11 zeigte sich eine auf das ≈ 1,95-fache tendenziell 

erhöhte Expression in der AIH-Gruppe im Vergleich zur Kontrollkohorte (Abb. 28C; p = 0,0675). 
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In der AIH-Kohorte wurde CCL5 signifikant auf das ≈ 0,34-fache schwächer exprimiert als in der 

gesunden Kontrollgruppe (Abb. 29; p = 0,0062). 

 

 

Abb. 29: Genexpressionsanalyse von CCL5 in PBMC von therapienaïven AIH-Patienten und gesunden 

Kontrollprobanden. Die relative Expression von CCL5 wurde mittels der qPCR-Methode in Duplikaten ermittelt 

und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. 

Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das mediane Expressionsniveau der 

gesunden Kontrollprobanden. Statistisch signifikante Unterschiede in der Genexpression von AIH-Patienten 

gegenüber gesunden Probanden sind angegeben. (** p < 0,01) 

 

Im Wesentlichen zeigten die Genexpressionsstudien der Chemokinrezeptoren im PBMC-

Kompartiment von therapienaїven AIH-Patienten eine geringere Expression von CXCR3, CCR5 und 

CCR6 im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. Jedoch was das Expressionsniveau des TH17-

assozierten Rezeptors CCR6 in der AIH-Kohorte niedriger war als das des TH1-assoziierten CCR5. 

Weiterhin wurde gezeigt, dass die CXCR3-Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11 in den AIH-Patienten 

stärker exprimiert wurden im Vergleich zur gesunden Kontrolle. Dahingegen zeigten die PBMC der 

AIH-Kohorte eine schwächere Expression des CCR5-Liganden CCL5. 

 

3.2.5.2 Expression von Chemokinen durch leberinfiltrierende Lymphozyten 

Die Untersuchung der relativen Änderung des Expressionsniveaus von Chemokinrezeptoren und 

deren Liganden in LIL von AIH-Patienten wurde auf RNA-Ebene mithilfe der qPCR-Methode 

durchgeführt. Dafür wurde die relative Expression der Proben und Kontrollen ermittelt und auf die 

mediane Expression der Kontrollkohorte normiert. Zur internen Normalisierung wurde das 

Haushaltsgen GAPDH benutzt. Die Ergebnisse für CXCR3, CCR5 und CCR6 sind in Abb. 30, für CXCL9, 

CXCL10 und CXCL11 in Abb. 31 und für CCL5 in Abb. 32 graphisch aufgetragen. 
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Die Auswertung der qPCR-Analyse ergab, dass CXCR3 in der AIH-Kohorte (≈ 0,94-fach) und 

Kontrollgruppe gleich stark exprimiert wurde (Abb. 30A; p > 0,05). CCR5 wurde in den LIL der AIH-

Patienten mit einer ≈ 0,59-fachen Expression schwächer exprimiert, verglichen mit den 

Kontrollprobanden (Abb. 30B; p > 0,05). Beim Vergleich der medianen CCR6-Expression war diese in 

den LIL der AIH-Patienten auf das ≈ 0,20-fache schwächer exprimiert als in den Kontrollen (Abb. 30C; 

p > 0,05). 

 

 
Abb. 30: Genexpressionsanalyse von CXCR3, CCR5 und CCR6 in LIL von AIH-Patienten und Kontrollprobanden. 

Die relative Expression von (A) CXCR3, (B) CCR5 und (C) CCR6 wurde mittels der qPCR-Methode in Duplikaten 

ermittelt und mit der CT-Methode berechnet. Für die interne Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH 

verwendet. Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das mediane 

Expressionsniveau der Kontrollprobanden. 

 

Die Genexpressionsanalyse der intrahepatischen Lymphozyten von AIH-Patienten zeigte eine 

tendenziell erhöhte CXCL9-Expression auf das ≈ 6,47-fache verglichen mit den Kontrollen, die keine 

autoimmune Lebererkrankung aufwiesen (Abb. 31A; p = 0,0727). Darüber hinaus war die mediane 

Expression von CXCL10 in der AIH-Kohorte um das ≈ 13,50-fache höher exprimiert als in der 

Kontrollkohorte (Abb. 31B; p > 0,05). Die CXCL11-Expression zeigte eine mediane ≈ 3,54-fache 

Erhöhung bei den LIL der AIH-Patienten im Vergleich zu den LIL der Kontrollen (Abb. 31C; p > 0,05). 
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Abb. 31: Genexpressionsanalyse von CXCL9, CXCL10 und CXCL11 in LIL von AIH-Patienten und 

Kontrollprobanden. Die relative Expression von (A) CXCL9, (B) CXCL10 und (C) CXCL11 wurde mittels der qPCR-

Methode in Duplikaten ermittelt und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das 

Haushaltsgen GAPDH verwendet. Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das 

mediane Expressionsniveau der Kontrollprobanden. 

 

Die Untersuchung von CCL5 in den LIL der AIH-Kohorte zeigte eine schwächere Expression (Abb. 32; 

≈ 0,70-fach; p > 0,05) als in denen der Kontrollpatienten. 

 

 

Abb. 32: Genexpressionsanalyse von CCL5 in LIL von AIH-Patienten und Kontrollprobanden. Die relative 

Expression von CCL5 wurde mittels der qPCR-Methode in Duplikaten ermittelt und mit der CT-Methode 

berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. Dargestellt ist die relative 

Änderung der Genexpression in Bezug auf das mediane Expressionsniveau der Kontrollprobanden. 
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Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen der Genexpression von Chemokinrezeptoren in den 

LIL der AIH-Patienten keine veränderte Expressionsrate von CXCR3 im Vergleich zur Kontrolle, 

wohingegen die Expression von CCR5 und CCR6 vermindert war. Allerdings wies der TH1-assoziierte 

Rezeptor CCR5 in der AIH-Kohorte ein höheres Expressionsniveau auf als der TH17-assozierte 

Rezeptor CCR6. Die CXCR3-Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11 wurden in den LIL der AIH-Patienten 

stärker exprimiert im Vergleich zur Kontrolle. Im Gegensatz dazu wurde bei dem CCR5-Liganden CCL5 

eine verminderte Expression detektiert. 

 

3.2.6 Koloniestimulierende Faktoren und zytotoxische Effektorproteine 

Die Koloniestimulierenden Faktoren (CSF; colony stimulating factors) M-CSF (Makrophagen-CSF; 

CSF1) und GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-CSF; CSF2) wurden zuerst definiert durch ihre 

Fähigkeit in vitro die Differenzierung und Proliferation von Knochenmark-Vorläuferzellen anzuregen 

und myeloide Zellen zu stimulieren209. Im Falle von M-CSF handelt es sich um die Generierung von 

Makrophagenkolonien und bei GM-CSF um Bildung von Kolonien aus neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen. Mittlerweile ist bekannt, dass erhöhte Expressionen von GM-CSF und M-CSF im 

Kontext von Entzündung und Autoimmunität von Bedeutung sind210. Des Weiteren scheint GM-CSF 

als proinflammatorisches T-Zellzytokin von eminenter Bedeutung zu sein211. 

Bei Autoimmunerkrankungen kommt es im Wesentlichen zu Gewebeschädigungen durch 

autoreaktive T-Zellen. Deswegen wurde untersucht, ob die LIL der AIH-Patienten ein zytotoxisches 

Potential aufweisen. Zytolytische Effektorproteine sind Granulysin (GNLY), Granzym B (GZMB) und 

Perforin (PRF1). 

 

 
Abb. 33: Genexpressionsanalyse von CSF1 und CSF2 in LIL von AIH-Patienten und Kontrollprobanden. Die 

relative Expression von (A) CSF1 und (B) CSF2 wurde mittels der qPCR-Methode in Duplikaten ermittelt und mit 

der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. 

Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das mediane Expressionsniveau der 

Kontrollprobanden. Statistisch signifikante Unterschiede in der Genexpression von AIH-Patienten gegenüber 

Kontrollprobanden sind angegeben. (* p ≤ 0,05; ** p < 0,01) 
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Mithilfe der qPCR-Methode wurde auf RNA-Ebene die relative Expression von ausgewählten CSF und 

Proteinen mit zytotoxischen Eigenschaften der LIL von AIH-Patienten detektiert. Die Evaluierung der 

relativen Änderung der Genexpression von CSF1 und CSF2 (Abb. 33) sowie GNLY, GZMB und PRF1 

(Abb. 34) erfolgte durch Normierung auf das mediane Expressionsniveau der Kontrollgruppe aus 

Patienten ohne autoimmune Lebererkrankung. Das Haushaltsgen GAPDH wurde zur internen 

Normalisierung verwendet. 

Die Auswertung der Genexpressionsanalyse der LIL zeigte eine um das ≈ 2,64-fach signifikant höhere 

Expression von CSF1 in der AIH-Kohorte verglichen mit der Kontrollgruppe (Abb. 33A; p = 0,0140). 

Weiterhin war die CSF2-Expression in den AIH-Patienten um das ≈ 10,22-fache signifikant stärker als 

in den Kontrollprobanden (Abb. 33B; p = 0,0080). 

 

 
Abb. 34: Genexpressionsanalyse von GNLY, GZMB und PRF1 in LIL von AIH-Patienten und Kontrollprobanden. 

Die relative Expression von (A) GNLY, (B) GZMB und (C) PRF1 wurde mittels der qPCR-Methode in Duplikaten 

ermittelt und mit der CT-Methode berechnet. Zur internen Normalisierung wurde das Haushaltsgen GAPDH 

verwendet. Dargestellt ist die relative Änderung der Genexpression in Bezug auf das mediane 

Expressionsniveau der Kontrollprobanden. Statistisch signifikante Unterschiede in der Genexpression von AIH-

Patienten gegenüber Kontrollprobanden sind angegeben. (* p ≤ 0,05) 

 

Die mediane Expression des zytotoxischen Effektorproteins GNLY war in den LIL der AIH-Probanden 

um das ≈ 2,05-fache höher exprimiert, verglichen mit dem medianen Expressionsniveau der 

Kontrollen (Abb. 34A; p > 0,05). Außerdem zeigte sich in der AIH-Kohorte eine um das ≈ 3,57-fache 

signifikant höhere Expression von GZMB im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 34B; p = 0,0360). Auch die 
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Expression von PRF1 war in den AIH-Patienten um das ≈ 1,50-fache stärker als in den Patienten ohne 

autoimmune Lebererkrankung (Abb. 34C; p > 0,05). 
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3.3 Untersuchung des T-Zellrezeptors von leberinfiltrierenden Lymphozyten aus AIH-Patienten 

Obwohl die Pathogenese der AIH weitestgehend unbekannt ist, wird angenommen, dass die 

Erkrankung durch eine inadäquate Immunantwort gegen Selbstantigene ausgelöst wird. Für den 

hepatozellulären Schaden scheinen T-Zellen hauptverantwortlich zu sein, da unter anderem ein 

dichtes mononukleäres Zellinfiltrat in der Leber von AIH-Patienten detektierbar ist109 und die 

Intensität der antigenspezifischen T-Zellantwort mit der Schwere der Erkrankung korreliert212,213. 

Soweit wurden CYP2D6 in ≈ 10% der Patienten138,149,214 und SepSecS in ≈ 20% der Patienten145,152,215 

als Autoantigene der AIH identifiziert. Dennoch sind nach derzeitigem Stand der Forschung bei ca. 

70 % der AIH-Patienten mutmaßliche Autoantigene nicht bekannt. Zur Erkennung von Antigenen 

dient der TCR, welcher auf der Oberfläche von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten verankert ist1. Hierbei 

handelt es sich um ein Heterodimer, das meist aus einer α- und einer -Kette zusammengesetzt ist. 

T-Zellen besitzen Antigenrezeptoren einer Spezifität und differenzieren nach Aktivierung zu einer 

Effektorzelle. Durch klonale Expansion entsteht eine Vielzahl an Nachkommen dieser Zelle, deren TCR 

die gleiche Spezifität aufweisen. Bei T-Zellen unterschiedlicher Spezifität, also bei polyklonaler 

Expansion, ist dagegen ein breitgefächertes TCR-Repertoire zu finden. Die Untersuchung des 

Repertoires erfolgt über die Identifizierung der -Untereinheit des TCR. Im Gegensatz dazu weist eine 

oligo- bzw. monoklonale Expansion von wenigen oder einer T-Zelle ein eingeschränktes TCR-

Repertoire mit entsprechend wenigen bzw. einer V-Kette auf. Um zu überprüfen, ob die LIL der hier 

untersuchten AIH-Patienten einer multi- oder oligoklonalen Expansion unterlagen, erfolgte die 

Charakterisierung der TCR V-Kette der intrahepatischen T-Zellen. Dafür wurden T-Zellen in 

Suspension auf Einzelzellniveau kloniert und expandiert (Abschnitt 3.3.1). Die TCR V-Ketten dieser 

potentiellen T-Zellklone wurden anschließend durchflusszytometrisch analysiert (Abschnitt 3.3.2) 

 

3.3.1 Klonierung und Expansion von leberinfiltrierenden Lymphozyten 

Die Analyse des spezifischen TCR von LIL kann Erkenntnisse bezüglich der AIH-Pathogenese liefern. 

Zur Untersuchung des TCR einer individuellen T-Zelle benötigt man eine Vielzahl von Klonen dieser 

Einzelzelle. Durch Arenz et al. wurde gezeigt, dass eine antigenunabhängige Expansion von T-Zellen 

in vitro keinen Einfluss auf das TCR V-Repertoire hat216. Es wurden LIL aus Biopsien von AIH-

Patienten isoliert und in Suspension mittels der Methode des Grenzverdünnungsklonens vereinzelt. 

Zum Anlegen einer monoklonalen T-Zellkultur wurden die Zellen durch eine unspezifische 

T-Zellaktivierung mittels PHA expandiert. Nach repetetiver Restimulierung mit PHA sowie IL-2 als 

T-Zellwachstumsfaktor und bestrahlten, nichtproliferierenden Fütterzellen als Quelle von 

zusätzlichen Wachstumsfaktoren217, war eine lichtmikroskopische Visualisierung von potentiellen 

T-Zellklonen möglich (Abb. 35). 
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Abb. 35: Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahme einer potentiell monoklonalen T-Zellkultur. Aus 

Leberbiopsien isolierte LIL wurden mittels Grenzverdünnungsklonens vereinzelt. Zur Förderung der Expansion 

wurden die Einzelzellen mit dem T-Zellmitogen PHA unspezifisch stimuliert sowie mit IL-2 und bestrahlten 

Fütterzellen kultiviert. Die Aufnahme zeigt die typische Zellaggregation einer potentiell monoklonalen 

T-Zellkultur nach repetitiver Restimulierung in 50-facher Vergrößerung. 

 

Die Anzahl der potentiellen T-Zellklone, die aus den LIL von vier verschiedenen AIH-Patienten 

generiert wurden, ist in Tab. 8 aufgeführt. 

 

Tab. 8: Anzahl potentieller T-Zellklone isoliert aus den Leberbiopsien von vier AIH-Patienten nach visueller 

Beurteilung der Zellaggregation. 

Patient Anzahl potentiell monoklonaler T-Zellkulturen 

11 12 

12 51 

23 16 

26 52 

∑ 131 
 

Die 131 potentiellen T-Zellklone wurden durchflusszytometrisch auf ihre Klonalität untersucht und 

bei positiver Klonalität hinsichtlich der Expression ihrer spezifischen V-Kette analysiert. 

 

3.3.2 Durchflusszytometrische Charakterisierung der TCR V-Ketten 

Da eine T-Zelle in der Regel einen TCR exprimiert, ist es möglich über Bestimmung der TCR-

Konstellation auf die Klonalität der Zellpopulation zu schließen. Eine individuelle T-Zelle trägt in der 

Regel zwischen 1*104 und 3*104 identische Kopien eines einzelnen TCR auf ihrer Oberfläche64. Es 

wurde gezeigt, dass bis zu 30 % der α-T-Zellen zwei verschiedene Vα-Ketten exprimieren67. 

Dahingegen exprimieren nur bis zu 1 % der T-Zellen mit α-TCR zwei verschiedene V-Ketten68,69. 

Dies und die höhere Variabilität der TCR-Untereinheit im Vergleich zur TCRα-Untereinheit, 

prädestiniert die V-Kette für Klonalitäts- und TCR-Analysen. 
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Abb. 36: Gating-Strategie der durchflusszytometrischen Messung von TCR V-Ketten anhand einer 

Beispielfärbung. Die Identifizierung der TCR V-Ketten erfolgte durch das IOTest® Beta Mark TCR V Repertoire 

Kit. Die repräsentativen Dichteplots zeigen das Gating auf (A) Einzelzellen durch die FSC-A/FSC-H-Einstellung, 

(B) vitale Zellen, (C) Lymphozyten durch die FSC-A/SSC-A-Einstellung, (D) CD3
+
 Zellen und (E) CD4

+
 bzw. 

CD8
+
 Zellen. Durch acht verschiedene Gemische mit jeweils FITC-, PE- und FITC+PE-gekoppelten Antikörpern 

unterschiedlicher Spezifität konnte das TCR V-Repertoire der CD4
+
 bzw. CD8

+
 Zellen bestimmt werden. Die 

CD4
+
 Zellen aus dieser repräsentativen Färbung konnten (G) positiv auf eine TCR V-Kette und (F) negativ auf 

alle weiteren TCR V-Ketten getestet werden. 

 

Zur Untersuchung des TCR V-Repertoires diente das durchflusszytometrisch-basierte Fertigsystem 

IOTest® Beta Mark TCR V Repertoire Kit (Fa. Beckman Coulter). Mit diesem System war es möglich, 

24 verschiedene TCR V-Spezifitäten nachzuweisen, welche ca. 70 % des normalen humanen TCR V-

Repertoires der CD3+ Lymphozyten abdecken. Zur Untersuchung der V-Kette der T-Zellen wurden 

die Zielzellen zunächst mittels Dublettendiskriminierung, Lebend/Tot-Diskriminierung und 

morphologischer Lymphozytencharakterisierung eingegrenzt (Abb. 36A-C). Nach Abgrenzung der 
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Zielzellen mithilfe der Oberflächenmarker CD3, CD4 und CD8 (Abb. 36D, E), konnten diese hinsichtlich 

der Expression ihrer V-Ketten untersucht werden. Pro Färbeansatz wurden drei verschiedene 

Spezifitäten gleichzeitig getestet, wobei die in dem Färbegemisch enthaltenen drei Antikörper, 

welche gegen verschiedene TCR V-Epitope gerichtet sind, entweder FITC-, PE- oder FITC+PE-

gekoppelt waren (Abb. 36F, G). Bei 24 Spezifitäten ergaben sich so insgesamt acht Färbeansätze pro 

potentiellen T-Zellklon. 

Nicht klonale T-Zellpopulationen wurden unter anderem dadurch identifiziert, dass es gemischte 

Populationen aus sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen waren. Des Weiteren wurden auch 

T-Zellkulturen als nicht klonal bewertet, bei denen mehrere V-Ketten durchflusszytometrisch 

nachgewiesen wurden. Dahingegen wurden die T-Zellkulturen weiterhin als potentiell monoklonal 

eingestuft, die bezüglich der Oberflächenmarker entweder nur CD3+CD4+ oder 

CD3+CD8+ exprimierten und bezüglich der V-Kettenfärbung auf nur eine Kette positiv (V-Ak+) bzw. 

negativ auf alle Ketten (V-Ak-) getestet wurden. In Abb. 37 sind die durchflusszytometrischen 

Ergebnisse der Oberflächenmarker- und TCR V-Färbung dargestellt. Von 131 als potentiell klonal 

eingestuften T-Zellkulturen (Tab. 8) waren 45 eindeutig nicht klonal aufgrund des gleichzeitigen 

Nachweises von CD4+ und CD8+ Lymphozyten und/oder mehrerer V-Ketten (Abb. 37A). Diese 

Kulturen wurden somit aus den nachfolgenden Auswertungen ausgeschlossen. Die verbleibenden 86 

T-Zellkulturen wurden weiterhin als potentiell klonal bewertet, wobei 41 CD4+ und 

45 CD8+ T-Zellpopulationen waren (Abb. 37A). Bei 26 T-Zellklonen der CD4+ T-Zellpopulationen 

konnte eine (V-Ak+) und bei 15 keine (V-Ak-) der getesteten V-Ketten nachgewiesen werden, bei 

den CD8+ T-Zellkulturen wurden bei 20 T-Zellklonen eine (V-Ak+) und bei 25 keine (V-Ak-) V-Kette 

durchflusszytometrisch nachgewiesen (Abb. 37B). 
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Abb. 37: Bestimmung der Klonalität und der TCR V-Ketten potentiell monoklonaler T-Zellkulturen generiert 

aus LIL von AIH-Patienten. Die Identifizierung potentieller T-Zellklone erfolgte durchflusszytometrisch über 

(A) die Bestimmung der Oberflächenmarker CD4 bzw. CD8 und (B) über die spezifische Anfärbung der TCR V-

Ketten. Als nicht klonal eingestuft wurden CD3
+
 Zellpopulationen, in denen parallel CD4

+
 und CD8

+
 T-Zellen 

und/oder in denen mehrere TCR V-Ketten nachgewiesen wurden. Als potentiell klonal galten 

CD3
+
 T-Zellkulturen, die entweder nur CD4

+
 oder CD8

+
 waren und positiv auf eine TCR V-Kette (V-Ak

+
) bzw. 

negativ auf alle TCR V-Ketten (V-Ak
-
) getestet wurden. (C) zeigt die Verteilung der einzelnen TCR V-Ketten in 

V-Ak
+
 CD4

+
 bzw. CD8

+
 T-Zellen. 
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Die als V-Ak+ eingestuften T-Zellen wurden im Folgenden auf die spezifische Expression ihrer V-

Ketten hin evaluiert. Es gibt 65 verschiedene V-Segmente, welche in 25 Unterfamilien eingeteilt 

werden und von denen 22 funktionell sind. Dabei weist jedes Mitglied einer Familie auf DNA-Ebene 

eine ≥75 %ige Sequenzhomologie mit mindestens einem weiteren Familienmitglied auf218. Die in 

dieser Arbeit verwendete Nomenklatur der V-Segmente entspricht der von Wei et al.219. Die 

TCR V-Kettenanalyse der V-Ak+ T-Zellkulturen zeigte, dass die V-Familie Vb 8 am häufigsten 

vertreten war und sowohl durch vier CD4+ als auch vier CD8+ T-Zellkulturen exprimiert wurde 

(Abb. 37C). Am zweithäufigsten vertreten waren Vb 2, exprimiert durch vier CD4+ T-Zellklone und 

einem CD8+ T-Zellklon, und Vb 17, exprimiert durch drei CD4+ T-Zellklone und zwei CD8+ T-Zellklone. 

Jeweils dreimal vertreten waren Vb 1, ausschließlich nachgewiesen in CD4+ T-Zellkulturen, und Vb 14, 

ausschließlich nachgewiesen in CD8+ T-Zellkulturen. Die V-Familien Vb 4 und Vb 21.3, alleinig durch 

CD4+ T-Zellklone exprimiert, sowie Vb 13.1, Vb 13.6 und Vb 18, ausnahmslos durch 

CD8+ T-Zellkulturen exprimiert, wurden jeweils zweimal nachgewiesen. Ebenfalls zweimal zu finden, 

aber in je einer CD4+ und CD8+-Zellkultur, waren Vb 20 und Vb 22. Durch je einen CD4+ T-Zellklon 

wurde Vb 3, Vb 7.1, Vb 11 und Vb 13.2 exprimiert und durch je einen CD8+ T-Zellklon Vb 5.1, Vb 5.2, 

Vb 7.2 und Vb 12. Die V-Familien Vb 5.3, Vb 9, Vb 16 und Vb 23 konnten durchflusszytometrisch in 

keiner potentiell monoklonalen T-Zellkultur nachgewiesen werden. 

 

Zusammengefasst konnten aus den LIL von AIH-Patienten CD4+ und CD8+ T-Zellklone generiert 

werden. Dabei zeigte sich nach durchflusszytometrischer Analyse der TCR V-Ketten eine gehäufte 

Expression von Vb 8, Vb 2 und Vb 17 sowohl durch CD4+ als auch CD8+ T-Zellklone. 
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4 Diskussion 

Die AIH ist eine entzündliche Lebererkrankung autoimmuner Genese mit bisher unvollständig 

verstandenem Pathomechanismus. T-Zellen scheinen eine zentrale Rolle in der Immunpathogenese 

der AIH zu spielen, wobei deren Phänotyp und Funktion unzureichend beschrieben sind. Ziel der 

vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der extra- und intrahepatischen T-Zellen von AIH-

Patienten anhand der Expression und Sekretion T-zellspezifischer Zytokine, Chemokine und 

zytotoxischer Moleküle. Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit war die Analyse des TCR-

Repertoires leberinfiltrierender T-Zellen zur Klärung der Frage, ob es zu einer antigengetriebenen 

oligo- oder monoklonalen Expansion von T-Zellen in der Leber kommt. 

 

4.1 Das extra- und intrahepatische T-Zellprofil von AIH-Patienten 

4.1.1 Das lymphozytäre Verhältnis in der Peripherie von AIH-Patienten 

Das vermehrte Vorkommen von Lymphozyten in der Leber wird im Allgemeinen mit der Pathogenese 

einer Hepatitis in Verbindung gebracht, wobei Lymphozyteninfiltrationen bei entzündlichen 

Erkrankungen wie autoimmunen und viralen Lebererkrankungen detektiert werden können und 

unter diesen Bedingungen als leberinfiltrierende Lymphozyten bezeichnet werden220,221. Aber auch 

im physiologischen Zustand konnte die Anwesenheit von Lymphozyten in der Leber nachgewiesen 

werden, wobei eine durchschnittliche humane Leber ca. 1*1010 Lymphozyten aufweist220,222. 

Innerhalb des Lymphozytenkompartiments einer gesunden Leber bilden α-T-Zellen die 

dominierende Population intrahepatischer Lymphozyten79,220. Durch Norris et al. wurde gezeigt, dass 

in der gesunden Leber das Verhältnis von CD4+ zu CD8+ T-Zellen bei 1:3,5 liegt, während im 

peripheren Blut die CD4/CD8-Ratio mit 2:1 invers ist83. Auch im peripheren Blut bilden α-T-Zellen 

die Mehrheit innerhalb der Gesamtlymphozyten220. Bei akuten oder chronischen Erkrankungen der 

Leber kommt es unter anderem zur Änderung der Lymphozytenzusammensetzung73. Das 

inflammatorische mononukleäre Zellinfiltrat in der Leber von AIH-Patienten setzt sich aus 

verschiedenen Zelltypen zusammen, wobei auch hier α-T-Zellen vorherrschend sind. Dabei sind, 

ungleich der lymphozytären Zusammensetzung einer gesunden Leber, hier CD4+ T-Zellen die 

dominierende Gruppe150. Aber auch CD8+ T-Zellen bilden einen beträchtlichen Anteil innerhalb des 

lymphozytären Infiltrats von AIH-Patienten108-110,223. Sowohl autoreaktiven CD4+ als auch 

CD8+ T-Zellen wird eine tragende Rolle in der Pathogenese der AIH zugeschrieben107,110,111,148,158,201,202, 

wobei CD4+ T-Zellen, im speziellen TH1-Zellen, zu Beginn der Erkrankung dominieren224. Diese 

rekrutieren zytotoxische CD8+ T-Zellen, was zu einer intrahepatischen Erhöhung der 

CD8+ T-Zellfrequenz führt, gefolgt von einer möglichen aggressiven Schädigung der Hepatozyten im 

Verlauf der Erkrankung225. 
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Die CD4/CD8-Ratio von AIH-Patienten in der Peripherie ist bisher kaum beschrieben. T-Zellen 

exprimieren typischerweise den CD3-Korezeptor, so dass man durch Ermittlung der Frequenz von 

CD3+ Lymphozyten annähernd auf die Intensität der Entzündung schließen kann226. In der 

vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass in der Peripherie von therapienaїven AIH-Patienten die 

mediane Frequenz der CD3+ Lymphozyten höher lag als in der gesunden Kontrollgruppe (Abb. 10A), 

was auf die Entzündungsreaktion zurückgeführt werden könnte. Innerhalb der CD3+ T-Zellpopulation 

lag der mediane prozentuale Anteil der CD4+ T-Zellen in der AIH-Kohorte tendenziell höher als in den 

gesunden Kontrollen (Abb. 10B). Somit zeigt sich im zirkulierenden Blut von therapienaїven AIH-

Patienten eine CD4+ T-Zelldominanz innerhalb der CD3+ Zellpopulation, wie sie auch für die 

lymphozytären Infiltrate der Leber von AIH-Patienten gezeigt wurden110,223,225 und durch Löhr et al. 

für PBMC beschrieben wurde227. Im Gegensatz zur erhöhten Frequenz von CD4+ T-Zellen, konnte in 

der vorliegenden Arbeit eine entsprechend reduzierte CD8+ T-Zellfrequenz in der AIH-Kohorte im 

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Abb. 10C). Die Berechnungen der 

CD4/CD8-Ratio bei AIH-Patienten ergeben in der Peripherie ein Verhältnis von 3,4:1 und bei der 

Gesundkontrolle von 2:1. 

Zusammenfassend ergibt sich somit eine numerische Verschiebung zugunsten der CD4+ T-Zellen bei 

den AIH-Patienten, was ein Hinweis für die tragende Rolle dieser Zellen in der AIH-Pathogenese sein 

könnte. Weitere Hinweise auf eine tragende Funktion von CD4+ T-Zellen in AIH-Patienten sind die 

genetische Prädisposition bezüglich der MHCII-Moleküle HLA-DR3 und DR4109,115,135, der Nachweis 

von CD4+ T-Zellen in den lymphozytären Infiltraten der Leber109,111,148 sowie die Identifikation 

autoantigenspezifischer CD4+ T-Zellen149-152. 

 

4.1.2 Expression und Sekretion TH1-spezifischer Signaturzytokine 

In Bezug auf die Untersuchung TH1-spezifischer Zytokine konnte mittels Zytokin-ELISA-

Untersuchungen des Serums in der therapierten AIH-Kohorte kein IFN nachgewiesen werden, 

wohingegen die TNFα-Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhöht war (Abb. 7). 

Ein Symptom von Patienten mit akuter AIH ist häufig ein recht ausgeprägtes allgemeines 

Krankheitsgefühl, zu welchem häufig eine gesteigerte TNFα-Konzentration im Blut führen kann228,229. 

Interessant ist, dass offenbar auch therapierte Patienten eine erhöhte TNFα-Konzentration im Blut 

aufweisen. 

Durch qPCR-Untersuchungen der Genexpression TH1-assoziierter Zytokine konnte auf RNA-Ebene in 

PBMC gezeigt werden, dass bei therapienaїven AIH-Patienten IL2 und IFNG schwächer exprimiert 

waren im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (Abb. 11A, B). Im Gegensatz dazu war TNF in den 

PBMC der AIH-Patienten signifikant stärker exprimiert als in den gesunden Kontrollen (Abb. 11C). 

Dies deckt sich bezüglich IFN und TNFα mit dem Ergebnis der Serumuntersuchung, bei der 
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therapierte AIH-Probanden beurteilt wurden. Allerdings zeigte die Messung von TNFα mittels ELISA 

im Zellkulturüberstand, nach T-zellspezifischer Stimulation der PBMC von therapienaїven AIH-

Patienten, eine signifikant geringere Konzentration im Vergleich zu den gesunden 

Kontrollen(Abb. 12B), was ein Hinweis auf TNFα in membrangebundener Form sein könnte und in 

Abschnitt 4.1.5 näher erörtert wird. Des Weiteren war auch IFN im Zellkulturüberstand signifikant 

geringer konzentriert im Vergleich zur Gesundkontrolle (Abb. 12A), was mit den bisherigen IFN-

Messergebnissen korreliert. Sowohl die verminderte Expression der TH1-spezifischen Zytokine IFNG 

und IL2, als auch die fehlende IFN-Produktion durch PBMC deuten darauf hin, dass die 

Immunantwort in der Peripherie von AIH-Patienten nicht TH1-dominiert zu sein scheint. Auch 

Kawashima et al. konnten in einer Kohorte von 25 pädiatrischen AIH-Patienten im Serum kein IFN 

detektieren230. Jedoch wiesen Kawashima et al. eine erhöhte IFN/-Aktin-Ratio auf RNA-Ebene nach, 

weshalb die Autoren bei der AIH von einer TH1-dominierten Erkrankung ausgehen230. 

Die bisher vorgestellten Daten bezüglich der TH-charakteristischen Zytokine bezogen sich auf das 

PBMC-Kompartiment. Weiterführend wurde deshalb die Expression von IFN und TNFα durch 

CD4+ T-Zellen durchflusszytometrisch überprüft. Im Einklang mit den bisherigen TH1-spezifischen 

Daten wiesen in der Peripherie IFN+ und IFN+TNFα+ CD4+ T-Zellen (Abb. 14A, E) eine vergleichsweise 

geringe Frequenz zu TNFα+ CD4+ T-Zellen (Abb. 14C) auf. Allerdings war die Frequenz der 

TNFα+ CD4+ T-Zellen in den AIH-Patienten und Gesundkontrollen vergleichbar hoch. Durch 

Longhi et al. konnte ebenfalls eine geringere Frequenz von IFN-produzierenden CD4+CD25- T-Zellen 

in AIH-Patienten gemessen werden als in gesunden Kontrollen166. Parallel zur Untersuchung der 

CD4+ T-Zellen wurde durchflusszytometrisch die Sekretion der charakteristischen Zytokine IFN und 

TNFα durch CD8+ T-Zellen bestimmt. Dabei werden CD8+ T-Zellen, analog den CD4+ T-Zellen, in 

entsprechende Subpopulationen wie TC1- und TC17-Zellen untergliedert48,49. Die Auswertung der 

Daten der CD8+ Zellpopulation in den AIH-Patienten zeigte eine höhere Frequenz an IFN+ und 

IFN+TNFα+ CD8+ T-Zellen verglichen mit der CD4+ T-Zellpopulation dieser Patienten 

(Abb. 14A, B, E, F), jedoch war die Frequenz dieser Zellen vergleichbar hoch mit der der 

Kontrollprobanden. Einzig die Frequenz der TNFα+ CD8+ T-Zellen in der AIH-Kohorte war signifikant 

höher als in der gesunden Kontrollgruppe (Abb. 14D). Auch durch Longhi et al. konnte eine erhöhte 

Frequenz und IFN-Produktion von CD8+ T-Zellen bei therapienaїven AIH Typ II-Patienten nach 

antigenspezifischer Stimulation festgestellt werden, was eine Beteiligung der CD8+ T-Zellantwort in 

der AIH-Pathogenese impliziert213. Zusammengefasst zeichneten sich die CD8+ T-Zellen der AIH-

Patienten durch eine höhere Frequenz IFN-sezernierender Zellen aus als die CD4+ T-Zellen. 

Dahingegen war die Frequenz TNFα-sezernierender Zellen innerhalb der CD4+- und CD8+-Population 

vergleichbar hoch, aber nur im Falle der CD8+ T-Zellen signifikant höher als bei der Gesundkontrolle. 
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Eine mögliche Funktion von TNFα in der AIH-Pathogenese wird in Abschnitt 4.1.5 eingehender 

erörtert. 

Die qPCR-Untersuchung der TH1-assoziierten Zytokine bei den intrahepatischen Lymphozyten der 

AIH-Patienten ergab sowohl bei IL2, IFNG als auch bei TNF eine signifikant höhere Expression als bei 

den Kontrollen (Abb. 15), was auf einen TH1-Status dieser Zellen deutet. Weiterführend wurde 

durchflusszytometrisch die Sekretion von TH1-spezifischen Zytokinen durch intrahepatische 

CD4+ T-Zellen von AIH-Patienten untersucht und mit der von extrahepatischen CD4+ T-Zellen 

verglichen. Die Daten weisen auf eine Anreicherung zytokinsezernierender CD4+ T-Zellen in der Leber 

hin (Abb. 16A, C, E). Dabei waren die meisten Zellen TNFα+, gefolgt von IFN+TNFα+ CD4+ T-Zellen. 

Auch IFN+ CD4+ T-Zellen scheinen aufgrund des höheren prozentualen Anteils in der Leber eher eine 

Rolle zu spielen als in der Peripherie. Durch Robinson et al. wurde im Mausmodell einer fulminanten 

AIH gezeigt, dass diese durch die Produktion von IFN durch CD4+ T-Zellen angetrieben ist231. Des 

Weiteren wurde auch die intrahepatische CD8+ T-Zellpopulation von AIH-Patienten auf die Sekretion 

von TC1-spezifischen Zytokine durchflusszytometrisch untersucht und mit den CD8+ T-Zellen der 

Peripherie verglichen. Hier zeigte sich eine Anreicherung von IFN+ und IFN+TNFα+ CD8+ T-Zellen in 

der Leber, wobei die Frequenz auch gegenüber den intrahepatischen CD4+ T-Zellen höher war 

(Abb. 16A, B, E, F). Dahingegen blieb die Frequenz der TNFα+ CD8+ T-Zellen bei den LIL und PBMC der 

AIH-Patienten gleich, war jedoch im Vergleich zur Frequenz intrahepatischer TNFα+ CD4+ T-Zellen 

vermindert (Abb. 16C, D). Im Wesentlichen verweisen die Frequenzanalysen der LIL auf eine 

mögliche Relevanz von IFN+ CD8+ T-Zellen und IFN+TNFα+ CD8+ T-Zellen, aber auch 

TNFα+ CD4+ T-Zellen scheinen eine wesentliche Rolle zu spielen. Es ist bekannt, dass die 

Differenzierung von naїven T-Zellen zu TH1-Zellen zu einer erhöhten IL-2- und IFN-Produktion führt 

und damit verbunden zu einer Aktivierung von CD8+ T-Zellen, die wiederum IFN und TNFα 

sezernieren111. Es wird angenommen, dass IFN in der Leber zur Hochregulation von MHCI, sowie 

einer aberranten MHCII-Expression auf Hepatozyten führt; dadurch kommt es zu einer Aktivierung 

von CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen, was einen Leberschaden zu Folge haben kann111,161,162. Somit scheinen 

besonders IFN- und TNFα-sezernierenden CD4+ als auch CD8+ T-Zellen in die AIH-Pathogenese 

involviert zu sein. In AIH-Patienten korreliert die IFN-Expression stark mit der Aktivität der 

Erkrankung213. Tatsächlich wiesen die hier untersuchten Patienten zur Zeit der Probennahme stark 

erhöhte ALAT- und ASAT-Werte auf (Tab. 6). Die Rolle von TNFα in der intrahepatischen AIH-

Pathogenese wird in Abschnitt 4.1.5 näher erörtert. 

 

4.1.3 Expression und Sekretion TH17-spezifischer Signaturzytokine 

TH17-Zellen sind stark in die Pathogenese von vielen Autoimmunerkrankungen eingebunden, die vor 

Entdeckung dieser Subpopulation traditionell als ausschließlich TH1-vermittelt galten232. Auch für die 
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AIH-Pathogenese werden Zellen des TH17-Phänotyps als Effektorpopulation diskutiert111,163,181,233. 

Durch die Bestimmung des TH17-assoziierten Zytokins IL-17A im Serum mittels Zytokin-ELISA wurde 

bei den AIH-Patienten überraschenderweise eine geringere Konzentration nachgewiesen als bei der 

Kontrollgruppe (Abb. 8). Durch Zhao et al. wurde gegensätzlich dazu eine signifikant erhöhte IL-17-

Serumkonzentration bei AIH-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen gemessen163. Dies wurde 

jedoch nicht durch weitere Studien bestätigt. Auch zeigte sich in der vorliegenden Arbeit in den 

PBMC der therapienaїven AIH-Patienten auf RNA-Ebene, dass die Expression von IL17A tendenziell 

niedriger war als in den gesunden Kontrollen (Abb. 17A) und bei sieben der untersuchten AIH-

Probanden sogar unter der Detektionsgrenze der qPCR-Messung lag. Ebenso war die Expression von 

IL22, einem weiteren TH17-Zytokin, im Vergleich zu den gesunden Kontrollen vermindert (Abb. 17B). 

Im Zellkulturüberstand konnte mittels der ELISA-Methode zwar keine geringere IL-17A-Konzentration 

nach T-zellspezifischer Stimulation der PBMC therapienaїver AIH-Patienten im Vergleich zur Kontrolle 

festgestellt werden, allerdings waren hier die Konzentrationen beider Gruppen vergleichbar 

(Abb. 18). Weiterführend konnte in dieser Arbeit auf RNA-Ebene keine signifikant erhöhte Expression 

der Zytokine TGFB1 und IL6 im PBMC-Kompartiment der AIH-Patienten im Vergleich zu den gesunden 

Kontrollen nachgewiesen werden (Abb. 21). Naїve CD4+ T-Zellen differenzieren in der Gegenwart von 

IL-6 in Kombination mit TGF zu TH17-Zellen36. 

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von IL-17A durch extrahepatische 

CD4+ und CD8+ T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die Anzahl der IL-17A+ CD4+ T-Zellen aus 

dem PBMC-Kompartiment war in den therapienaїven AIH-Patienten- und Kontrollproben, verglichen 

mit der Literatur163, gering (Abb. 20A). Somit scheinen, in Korrelation mit den bisherigen TH17-

spezifischen Ergebnissen, Zellen des TH17-Phänotyps im extrahepatischen Raum nicht in die AIH-

Immunpathogenese involviert zu sein. Des Weiteren konnten sowohl in der AIH- als auch in der 

Kontrollgruppe keine IFN+IL-17A+ CD4+ T-Zellen, also Zellen des TH1/TH17-Phänotyps, 

durchflusszytometrisch nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). IL-17A+ CD8+ T-Zellen konnten in 

der Peripherie ebenfalls nicht nachgewiesen werden (Abb. 20B), wodurch eine Beteiligung von TC17-

Zellen an der AIH-Pathogenese in der Peripherie ausgeschlossen werden kann. Zusammengefasst 

legen die vorliegenden Daten nahe, dass Zellen des TH17- bzw. TC17-Phänotyps im peripheren Blut 

keine entscheidende Rolle haben. 

Die qPCR-Untersuchungen TH17-assoziierter Zytokine bei den intrahepatischen Lymphozyten zeigte, 

dass die mediane Expression von IL17A marginal erhöht, IL22 hingegen schwächer exprimiert war als 

in den Kontrollen (Abb. 22). Es ist beschrieben, das aktivierte TH17-Zellen unter anderem die Zytokine 

IL-17 und IL-22 produzieren28,32-34. Durch Liang et al. wurde gezeigt, dass IL-22 durch TH17-Zellen in 

größeren Mengen ausgeschüttet wird als durch TH1- oder TH2-Zellen32. Aus der fehlenden 

dominanten Expression der TH17-assoziierten Zytokine IL-17 und IL-22 könnte man schließen, dass 
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intrahepatische TH17-Zellen keine tragende Rolle in der AIH-Pathogenese einnehmen. Jedoch fallen 

beim Vergleich der einzelnen AIH-Patientendaten drei Probanden auf, deren LIL sich, im Vergleich zu 

den anderen sieben Patienten der Kohorte, durch eine stark erhöhte IL17A- und IL22-Expression 

auszeichneten (Abb. 22). Dabei handelte es sich um zwei therapienaїve und einen therapierten 

Patienten, die bezüglich der klinischen Parameter ASAT, ALAT und IgG mediane bis niedrige Werte 

aufwiesen. Da die LIL dieser Patienten auch eine erhöhte IL2-, IFNG- und TNF-Expression aufwiesen, 

könnte man hier auf ein kombiniertes TH1/TH17-Effektorprofil schließen. Welche Faktoren die 

Gegenwart von TH1- oder TH1/TH17- bzw. TH17-Zellen in den einzelnen AIH-Patienten begünstigen, 

bleibt ungeklärt. Bezüglich der Expression von TGFB1 und IL6, also der Zytokine, die in Kombination 

die TH17-Differenzierung fördern, waren die drei Patienten unauffällig. Grundsätzlich wurde TGFB1 in 

den LIL der AIH-Patienten im gleichen Ausmaß exprimiert wie in den Kontrollen (Abb. 24A), genau 

wie es auch schon bei den PBMC beobachtet wurde (Abb. 21A). Jedoch zeigte IL6 median eine 

höhere Expression, die jedoch nicht signifikant war (Abb. 24B). Durch Zhao et al. konnte bei AIH-

Probanden mittels qPCR neben einer erhöhten IL-17/GAPDH- ebenfalls eine gesteigerte IL-6/GAPDH-

Ratio im Vergleich zu gesunden Probanden nachgewiesen werden163. Jedoch wurden diese Analysen 

im Gesamtlebergewebe durchgeführt und nicht in LIL. 

Zusätzlich wurde die Sekretion des TH17-spezifischen Zytokins IL-17A durch intrahepatische CD4+ und 

CD8+ T-Zellen von AIH-Patienten durchflusszytometrisch untersucht und mit der von 

extrahepatischen CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen verglichen. Die Daten weisen auf eine Anreicherung 

zytokinsezernierender T-Zellen in der Leber hin (Abb. 23). So konnte bezüglich der  CD4+ T-Zellen eine 

signifikant höhere IL-17A-Sekretion durch LIL als durch PBMC detektiert werden (Abb. 23A), jedoch 

war der prozentuale Anteil der IL-17A-sezernierenden CD4+ LIL wesentlich geringer im Vergleich zu 

den IFN- und TNFα-sezernierenden CD4+ LIL (Abb. 16A, C, D). Oo et al. zeigten ebenfalls eine 

erhöhte Frequenz leberinfiltrierender TH17-Zellen in AIH-Patienten, hier im Vergleich zur gesunden 

Leber181, dennoch war die TH17-Frequenz mit ca. 2 % auch hier relativ gering. Darüber hinaus 

konnten in der AIH- und Kontrollgruppe keine IFN/IL-17A-koproduzierenden CD4+ T-Zellen des 

TH1/TH17-Phänotyps durchflusszytometrisch detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Somit weist die 

Mehrheit der LIL in AIH-Patienten eher ein TH1- als TH17-Profil auf. Des Weiteren konnten in der 

Leber von AIH-Patienten kaum IL-17A+ CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 23B). Auch 

Oo et al. zeigten, dass in der Leber von AIH-Patienten weniger TC17- als TH17-Zellen zu finden sind181. 

Somit scheinen IL-17A-sezernierenden Zellen in der Leber, zumindest numerisch, nicht oder lediglich 

zu einem geringen Teil an der AIH-Pathogenese beteiligt zu sein. 
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4.1.4 Expression und Sekretion TH2-spezifischer Signaturzytokine 

TH2-Zellen induzieren die Antikörperproduktion durch B-Zellen1. Da die AIH unter anderem durch 

Gegenwart von Autoantikörpern gekennzeichnet ist, wurde auf RNA-Ebene die Expression TH2-

assoziierter Zytokine in der Peripherie untersucht. Sowohl IL4 als auch IL13 wurden durch die PBMC 

der therapienaїven AIH-Patienten nicht stärker exprimiert als in den gesunden Kontrollen, einzig IL10 

zeigte eine höhere Expression (Abb. 25). IL-10 ist ein pleiotropes, immunregulatorisches Zytokin, das 

zum Schutz des Organismus vor infektionsassoziierten Immunpathologien, Allergien und 

Autoimmunerkrankungen beiträgt234. Es wurde ursprünglich als TH2-spezifisch beschrieben22 und 

deswegen in der vorliegenden Arbeit den TH2-charakterisierenden Zytokinen zugeordnet. Neuere 

Untersuchungen ergaben jedoch, dass die IL-10-Produktion ebenso mit der Antwort von 

regulatorischen T-Zellen assoziiert ist235-237. So sezernieren Tr1-Zellen viel IL-10, moderate Mengen an 

TGF, wenig IL-5 und IFN, sowie kein IL-2 oder IL-4238,239. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

zeigten eine stark erhöhte IL10-Expression (Abb. 25B), marginal erhöhte TGFB1-Expression 

(Abb. 21A), sowie reduzierte IL2- und IFNG-Expression (Abb. 11A, B) in den PBMC der AIH-Probanden 

verglichen mit den Gesundkontrollen und könnten so  einen Hinweis auf das Vorhandensein von Tr1-

Zellen im PBMC-Kompartiment der Patienten geben. Es erscheint widersprüchlich, dass eine 

suppressiv wirkende regulatorische T-Zellpopulation bei Patienten mit autoimmunen Erkrankungen 

detektierbar ist. Tatsächlich postulierten diverse Studien ein Versagen der Immunregulation 

aufgrund einer numerischen und funktionellen Beeinträchtigung von CD4+CD25+ Treg
166-168

. Im 

Gegensatz dazu wurde durch Peiseler et al. gezeigt, dass zirkulierende Treg weder in Funktion noch 

Frequenz beeinträchtigt sind169. Dennoch bleibt eine Beteiligung von Tr1-Zellen an der AIH-

Pathogenese aufgrund der hier vorgestellten Daten spekulativ und sollte in nachfolgenden Studien 

näher untersucht werden. Mittlerweile ist bekannt, dass fast alle Zellen des innaten und adaptiven 

Immunsystems IL-10 produzieren, also auch CD8+ T-Zellen, TH1- und TH17-Zellen234,236,240-242. Aufgrund 

dessen sollte in weiteren Studien geklärt werden, welche Zellen des PBMC-Kompartiments von AIH-

Patienten im speziellen die IL-10-Produzenten sind. Zusammengefasst legen die Expressionsprofile 

der TH2-assoziierten Zytokine IL-4 und IL-13 bei therapienaїven AIH-Patienten nahe, dass TH2-Zellen 

keine tragende Funktion in der AIH-Immunpathogenese in der Peripherie zu haben scheinen. 

Dagegen konnte durch die qPCR-Untersuchungen der TH2-assoziierten Zytokine in den LIL von AIH-

Patienten, neben einer erhöhten IL10-Expression, auch eine stärkere Expression von IL4 und IL13 

nachgewiesen werden als in den Kontrollen (Abb. 26). Auch in einer Studie von Schlaak et al. wurde 

auf ein erhöhtes Vorkommen von IL-4-produzierenden T-Zellen in der Leber von AIH-Patienten 

verwiesen150. Die Daten der vorliegenden Arbeit bezüglich der Genexpressionsanalysen TH2-

assoziierter Zytokine in den LIL von AIH-Patienten unterstützen somit die Hypothese, dass TH2-Zellen 
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in der Leber die B-Zellmaturierung unterstützen, sowie die daraus folgenden 

Autoantikörperproduktion (Abb. 4)111,148. 

 

4.1.5 Der Tumornekrosefaktor α in der Autoimmunen Hepatitis 

TNFα ein ist Zytokin mit pleiotropen Funktionen in der Immunantwort, das durch Makrophagen und 

T-Zellen sezerniert wird8. Lokal führt die TNFα-Freisetzung zur Eindämmung von Infektionen durch 

Erhöhung der vaskulären Permeabilität und daraus resultierender Förderung der Migration von 

Entzündungszellen243,244; systemisch wirkt es fieberauslösend245 und ist im Rahmen einer Sepsis an 

der Schockreaktion beteiligt246-248. In der Leber führt TNFα zur Bildung von Akute-Phase-Proteinen, 

die im frühen Stadium einer Infektion an der Abwehr beteiligt sind1,8,249, scheint aber auch am 

regenerativen Prozess beteiligt zu sein250,251. TNF ist eines der ersten Gene, das nach T-Zellaktivierung 

transkribiert wird252. Primär führt die Produktion von TNFα durch TH1-Zellen und CTL am Ort der 

Entzündung zur Aktivierung von Makrophagen und im Falle der CTL zur Induktion von 

Apoptose8,253,254. TNFα als Entzündungsfaktor wird auch mit Autoimmunerkrankungen in Verbindung 

gebracht, die eine chronisch-entzündliche Komponente ausweisen. So ist eine TNFα- Überexpression 

bei chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen, Rheumatoider Arthritis (RA) und Vaskulitis 

detektiert worden8,255. Erhöhte TNFα-Konzentrationen korrelieren auch mit der Schwere der 

hepatischen Inflammation und Fibrose256-258. So wurde eine Assoziierung zwischen der AIH Typ I und 

dem TNFA*2-Allel beschrieben259-261, welches mit einem hohen induzierbaren und konstitutiven 

TNFα-Spiegel in Verbindung steht262. 

Von den TH1-assoziierten Zytokinen fiel innerhalb des PBMC-Kompartiments einzig TNFα durch eine 

erhöhte Konzentration im Blutserum auf (Abb. 7B). Dies bestätigt das Ergebnis vorheriger Studien in 

Serum und Plasma263,264. Hierbei wurde aber auch darauf verwiesen, dass, je nach zirrhotischem 

Zustand der Leber, der erhöhte Zytokinspiegel eine Folge der hepatischen Dysfunktion und nicht der 

entzündlichen Erkrankung sein kann. Dennoch zeigten auch die PBMC der AIH-Probanden in der 

vorliegenden Arbeit eine erhöhte TNF-Expression (Abb. 11C), sezernierten aber nach unspezifischer 

Stimulation weniger TNFα in den Zellkulturüberstand als die gesunden Kontrollen (Abb. 12B). Dies 

könnte darauf hindeuten, dass TNFα in membrangebundener Form (mTNFα) vorliegt. Durch 

Horiuchi et al. konnte auch beim Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) eine erhöhte Expression 

von mTNFα auf aktivierten peripheren CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden265. Des Weiteren kann 

die Expression von mTNFα auf aktivierten CD4+ T-Zellklonen über kostimulatorische Signale die 

Antikörperproduktion durch B-Zellen unterstützen266. Bei der chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankung Morbus Crohn wurde mTNFα als potentieller Marker für anti-TNF-

Therapieresponder beschrieben, da mTNFα vor allem durch Makrophagen in der Lamina propria des 



 
91 Diskussion 

Darms und CD4+ T-Zellen exprimiert wird, welche eine tragende Rolle in der Pathogenese haben267. 

Ob und inwieweit mTNFα eine Rolle in der AIH spielt, bedarf weiterer Analysen. 

Weiterhin zeigten die Untersuchungen der PBMC von AIH-Patienten, dass von den TH1-assoziierten 

Zytokinen einzig die Genexpression von TNF im Vergleich zu den gesunden Kontrollen signifikant 

erhöht war (Abb. 11C). Zusätzlich zeigte sich, dass die Frequenz TNFα-sezernierender CD8+ T-Zellen in 

AIH-Patienten signifikant höher war (Abb. 14D). Auch die TNFα+ CD4+ T-Zellen wiesen den gleichen 

prozentualen Anteil auf, waren aber mit dem der Gesundkontrollen vergleichbar (Abb. 14C). In der 

Leber zeigte sich, wie in der Peripherie, eine signifikant erhöhte TNF-Expression im Vergleich zur 

Kontrolle (Abb. 15C). Des Weiteren war die Frequenz der intrahepatischen TNFα+ CD8+ T-Zellen 

vergleichbar mit der der extrahepatischen Zellen in den AIH-Patienten (Abb. 16D), jedoch zeigte sich 

bei den intrahepatischen TNFα+ CD4+ T-Zellen eine tendenzielle Erhöhung in der Frequenz im 

Vergleich zur Peripherie (Abb. 16C). Im Wesentlichen fielen in den AIH-Patienten also vor allem 

TNFα+ CD8+ T-Zellen in der Peripherie und TNFα+ CD4+ T-Zellen in der Leber durch eine erhöhte 

Frequenz auf. Im Normalzustand spielt TNFα in der Leber eine dichotome Rolle und induziert auf der 

einen Seite die Apoptose von Hepatozyten und vermittelt die Produktion von 

Entzündungsmediatoren, fördert aber auf der anderen Seite auch die Hepatozytenproliferation und 

Leberregeneration268. Auch ist TNFα in die Pathophysiologie verschiedener immunologisch 

mediierter hepatischer Erkrankungen involviert. Zum derzeitigen Punkt ist jedoch noch unklar, ob 

TNFα eine kritische Rolle in der AIH-Entwicklung einnimmt269. Die Daten dieser Arbeit deuten aber 

auf eine tragende Rolle von TNFα in der AIH-Pathogenese von therapienaїven AIH-Patienten in 

Peripherie und Leber hin. Durch Iwamoto et al. wurde im Mausmodell einer fatalen AIH gezeigt, dass 

TNFα unverzichtbar für die Entwicklung einer AIH ist269. Außerdem unterstützen die vorliegenden 

Daten, den von Liberal et al. vorgeschlagenen mutmaßlichen Pathomechanismus in Bezug auf die 

TNFα-Sekretion von intrahepatischen CD4+ und CD8+ T-Zellen (Abb. 4)111,148. Auch TH17-Zellen können 

Autoimmunität durch die Produktion von TNFα unterstützen111,163, jedoch wurde in der vorliegenden 

Arbeit kein Hinweis auf eine erhöhte Frequenz von IL-17- und IL-22-sezernierenden Zellen in 

Peripherie und Leber gefunden (Abschnitt 4.1.3). TH17-Zellen werden mit verschiedenen chronisch-

entzündlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Jedoch sind sie im Vergleich zu TH1-Zellen 

selten in den Entzündungsstellen zu finden und ein möglicher Grund hierfür ist, dass TNFα die 

Konversion von TH17-Zellen zu nichtklassischen TH1-Zellen begünstigt270. 

Die Standardtherapie von AIH-Patienten erfolgt in der Regel mit Glukokortikoiden. Diese können die 

Produktion verschiedener Zytokine inhibieren, unter anderem von IFN und TNFα271. Jedoch kommt 

es bei längerfristiger systemischer Anwendung zu starken Nebenwirkungen, wie einem Cushing-

Syndrom, Schwächung der Immunabwehr, aber auch Entstehung bzw. Verstärkung von Diabetes 

mellitus und anderen128,132,133. Zusätzlich sprechen 20 % der AIH-Patienten nicht auf eine Therapie mit 
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Glukokortikoiden an133, so dass die Identifizierung neuer Therapiemöglichkeiten erstrebenswert ist. 

Mittlerweile gibt es klinische Erfahrungen mit anti-Zytokin-Therapien, vor allem mit anti-TNFα bei 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen und RA107. Durch Weiler-Normann et al. konnte auch 

eine erfolgreiche Off-Label-Therapie mit anti-TNFα bei einem schwer zu behandelndem AIH-Fall 

durchgeführt werden272 und wird deswegen als neue Therapiemöglichkeit diskutiert273. Auch die hier 

vorgestellten Daten bezüglich der erhöhten Expression und Sekretion von TNFα bei therapienaїven 

AIH-Patienten deuten auf eine Relevanz dieser Therapievariante. 

 

4.1.6 Expression von Chemokinrezeptoren und Chemokinen 

Die Genexpression der Chemokinrezeptoren und Chemokine durch PBMC von therapienaїven AIH-

Patienten wurde mittels qPCR untersucht. Bezüglich CXCR3 zeigte sich bei den Patienten median eine 

geringere Expression als bei den gesunden Kontrollen (Abb. 27A). Dies scheint widersprüchlich, da 

CXCR3 hauptsächlich durch aktivierte T-Zellen exprimiert wird207,274. Somit könnte die verminderte 

CXCR3-Expression ein Hinweis darauf sein, dass die T-Zellen in der Peripherie von AIH-Patienten nicht 

verstärkt aktiviert sind. Dies wird unterstützt durch die Tatsache, dass die PBMC auch weniger IL2 

exprimierten (Abb. 11A), ein Zytokin, dass ebenfalls von aktivierten T-Zellen produziert wird und 

autokrin deren Proliferation und Differenzierung fördert8,275. Des Weiteren wurde durch 

Erhardt et al. gezeigt, dass CXCR3-defiziente Mäuse nach Concanavalin A (ConA)-induzierter Hepatitis 

einen schwereren Leberschaden entwickelten als die CXCR3-exprimierenden Wildtypkontrollen276. 

Die Injektion des Lektins ConA induziert in Mäusen eine durch aktivierte T-Zellen vermittelte 

Leberschädigung, die als Modell einer humanen Leberentzündung gilt und der AIH ähnelt277-279. 

Erhardt et al. zeigten, dass CXCR3 ebenso eine protektive Funktion in einem akuten 

immunvermittelten Leberschaden haben kann, da auch regulatorische T-Zellen CXCR3 exprimieren, 

welche in die Leber rekrutiert werden, um einer Leberschädigung entgegenzuwirken276. Eine weitere 

Erklärung für die verminderte CXCR3-Expression in den AIH-Patienten mit akuter Leberschädigung 

könnte sein, dass die Anzahl CXCR3-exprimierender regulatorischer T-Zellen vermindert ist. CXCR3 

wird in Kombination mit CCR5 durch TH1- sowie TC1-Zellen24,188-190,280 und mit CCR6 durch TH17- bzw. 

TC17-Zellen exprimiert24,181. In Korrelation mit der geringeren CXCR3-Expression, war auch die 

Expression von CCR5 und CCR6 in der AIH-Kohorte vermindert, im Falle von CCR6 signifikant 

(Abb. 27). Ergänzend dazu wurden qPCR-Untersuchungen in LIL durchgeführt. Im Wesentlichen 

deckten sich die Ergebnisse der LIL mit denen der PBMC, außer dass in den LIL eine vergleichbare 

CXCR3-Expression bei AIH-Patienten und Kontrollen gemessen wurde (Abb. 30). Betrachtet man im 

Speziellen die einzelnen Expressionsniveaus der beiden Rezeptoren CCR5 und CCR6 in den PBMC und 

LIL der AIH-Patienten, konnte insgesamt eine deutlich höhere Expression des TH1-assoziierten CCR5 

gemessen werden als des TH17-assoziierten CCR6, wodurch man eher auf einen TH1- bzw. TC1- als 



 
93 Diskussion 

TH17- bzw. TC17-Status der Zellen schließen könnte. In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, 

dass aktivierte Effektor-T-Zellen, die die chronisch entzündete Leber von Hepatitis C-Patienten 

infiltrieren, unter anderem CXCR3 und CCR5 exprimieren185-187. Jedoch konnte auch im Mausmodell 

der ConA-induzierten Hepatitis gezeigt werden, dass bei CCR5-Defizienz alternativ 

CCR1+ Lymphozyten für eine Hepatitisentwicklung verantwortlich sein können277,281. 

Zusammengefasst lassen die Ergebnisse aufgrund der höheren Expression von CCR5 im Vergleich zu 

CCR6 vermuten, dass die extra- und intrahepatischen Zellen eher einen TH1- bzw. TC1-Status haben. 

Dies würde die bisherigen Daten des extra- und intrahepatischen T-Zellprofils von AIH-Patienten 

unterstützen. Jedoch zeigen die Ergebnisse auch, dass es einer erweiterten Untersuchung des 

Chemokinrezeptorprofils bedarf. 

Weiterführend wurde gezeigt, dass in den AIH-Patienten die Expression der proinflammatorischen 

CXCR3-Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11 im Vergleich zur Kontrolle um ein Vielfaches erhöht war, 

im Falle der beiden erstgenannten Liganden sogar signifikant (Abb. 28). Ebenso wiesen auch die 

intrahepatischen Zellen verglichen mit der Kontrolle eine erhöhte CXCL9-, CXCL10- und CXCL11-

Expression auf (Abb. 31). Diese Chemokine werden nicht konstitutiv exprimiert, sondern in 

Gegenwart eines proinflammatorischen Zytokinmilieus aufreguliert und sind für die Rekrutierung von 

T-Zellen zum Ort der Entzündung verantwortlich282. Durch Curbishley et al. konnte gezeigt werden, 

dass die CXCR3-Liganden sowohl für die Adhäsion als auch Transmigration von Effektor-T-Zellen 

durch das hepatische Endothel aus dem Blutstrom wichtig sind176. Die Liganden werden unter 

anderem von innaten Immunzellen produziert173 und sind durch die TH1-Zytokine IFN und TNFα 

induzierbar24,178,179. In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass die Serumspiegel von CXCL9 und 

CXCL10 in AIH-Patienten signifikant erhöht sind und nach erfolgreicher Therapie auf das Niveau 

gesunder Kontrollen sinken283,284. Im speziellen CXCL10 kann durch CD4+ und CD8+ T-Zellen sezerniert 

werden und wird funktionell als TH1-Chemokin kategorisiert182,285. In der vorliegenden Arbeit 

zeichnete sich vornehmlich CXCL10 in LIL durch eine stark erhöhte Expression aus (Abb. 31B). 

Aufgrund der zentralen Rolle von CXCL10 in verschiedenen inflammatorischen Lebererkrankungen, 

gilt es als mögliches Ziel moderner Therapien182,285. Ob CXCL11 in der AIH-Pathogenese eine Rolle 

spielt, ist soweit nicht beschrieben, jedoch lassen die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse 

der erhöhten extra-und intrahepatischen Expression dies vermuten.  

CCL5 ist ein Chemokinligand, der von verschiedenen Zelltypen wie T-Zellen, Makrophagen oder 

Endothelzellen produziert wird8,286. Die Expression des CCR5-Liganden CCL5 war in den PBMC der 

AIH-Kohorte signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (Abb. 29). Dies könnte dadurch bedingt 

sein, dass in der Peripherie der AIH-Patienten weniger TH1- bzw. TC1-rekrutierende Zellen zu finden 

sind. Eine weitere Vermutung ist, dass CCL5 in der AIH nicht durch Zellen der Peripherie exprimiert 

wird. CCL5 wird aber auch von T-Zellen im aktivierten Zustand ausgeschüttet, wohingegen naїve 
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T-Zellen keine CCL5-RNA gespeichert haben287,288. Somit könnte die fehlende CCL5-Expression auch 

ein Hinweis darauf sein, dass die T-Zellen in der Peripherie nicht aktiviert waren und korreliert mit 

der verminderten Expression von CXCR3 (Abb. 27A), welcher ebenso auf aktivierten T-Zellen 

exprimiert wird207,274. Allerdings zeigte CCL5 auch intrahepatisch eine schwächere Expression als in 

der Kontrollgruppe (Abb. 32). CCL5 gilt auch als proinflammatorisches Chemokin mit profibrotischen 

Eigenschaften, das die Infiltration von Immunzellen in die Leber erhöht191-193. Deshalb scheint eine 

geringe Expression vor allem in der Leber verwunderlich, korreliert jedoch auch mit der geringeren 

CCR5-Expression in AIH-Patienten verglichen mit den Kontrollen. Allerdings ist das Chemokinsystem 

durch Redundanz der Chemokinexpression und Promiskuität der Ligand/Rezeptor-Bindung 

gekennzeichnet, d.h. die meisten Rezeptoren binden mehr als einen Liganden und viele Liganden 

wirken auf verschiedenen Rezeptoren174,206. So sind CCL3 und CCL4 ebenfalls Liganden von CCR5, 

aber auch von CCR124,206,289,290 deren differenzielle Expression in weiteren Studien evaluiert werden 

sollte. 

 

4.1.7 Expression von Kolonierstimulierenden Faktoren und zytotoxischen Molekülen 

Hämatopoetische Wachstumsfaktoren unterstützen die Entwicklung und Proliferation von 

Knochenmark-Vorläuferzellen und myeloiden Zellen64,209. So induziert M-CSF die Differenzierung zu 

Monozyten und Makrophagen. Es wird konstitutiv im Knochenmark, durch Endothelzellen, 

Fibroblasten und mononukleäre Phagozyten produziert, wirkt lokal und ist deshalb nicht in der 

Zirkulation zu finden64,210. Durch GM-CSF differenzieren die Zellen zu neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen. Dieser CSF wird primär durch aktivierte T-Zellen, Stromazellen und Makrophagen 

sezerniert und seine Wirkung beschränkt sich auf die unmittelbare Umgebung, so dass er ebenso wie 

M-CSF nicht im Blut zirkuliert64. Ursprünglich wurden CSF durch ihre entwicklungs- und 

wachstumsfördernden Eigenschaften definiert. Mittlerweile ist bekannt, dass sie vermehrt bei 

Entzündungen und autoimmunen Erkrankungen zu finden sind, wie in Patienten mit RA210. Auch 

konnte GM-CSF als T-Zellzytokin identifiziert werden, das entscheidend an der Pathogenese der 

Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis beteiligt ist291-293. Auf RNA-Ebene wurde mittels 

qPCR die Genexpression von CSF1 (M-CSF) und CSF2 (GM-CSF) in den LIL von AIH-Patienten 

untersucht. Dabei zeigten CSF1 und vor allem CSF2 eine signifikant stark erhöhte Expression 

(Abb. 33). Diese Daten lassen eine mögliche, vielleicht pathogene Rolle der beiden CSF im 

intrahepatischen Milieu der AIH vermuten. Campell et al. zeigten in einem Mausmodell der RA, dass 

M-CSF proinflammatorische Eigenschaften aufweist und notwendig für die Krankheitsentwicklung 

ist294. Durch Noster et al. konnte in der Multiplen Sklerose (MS) eine pathologische Rolle von GM-CSF 

im entzündeten Gehirngewebe gezeigt werden und eine Verbindung der GM-CSF-Produktion mit TH1-

Zellen211. In der vorliegenden Arbeit wurde, aufgrund der Expression und Sekretion charakteristischer 
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Zytokine, den intrahepatischen Zellen der AIH-Patienten eher ein TH1- als TH17-Profil zugewiesen 

(Abschnitt 4.1.2, Abschnitt 4.1.3). Auch das Ergebnis der erhöhten CSF2-Genexpression deutet 

weiterhin auf einen dominierenden TH1-Phänotyp der LIL in den AIH-Probanden hin. Inwieweit 

welche CSF auf Proteinebene durch welche T-Zellpopulationen synthetisiert werden, sollte in 

weiteren Untersuchungen geklärt werden. Sowohl bei der RA als auch Asthma konnte ein 

therapeutischer Nutzen durch Depletion von GM-CSF festgestellt werden, was dessen pathogene 

Rolle unterstreicht211,295,296. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass die Inhibierung von GM-CSF eine 

therapeutische Strategie für viele Autoimmun- und Entzündungserkrankungen darstellt297,298. 

Die AIH ist gekennzeichnet durch lymphozytäre Zellinfiltrationen und damit einhergehender 

Zerstörung des Leberparenchyms109,112,148,299. Zur Evaluierung des zytotoxischen Potentials der 

intrahepatischen Lymphozyten von AIH-Patienten wurde die Genexpression der zytolytischen 

Proteine GNLY (Granulysin), GZMB (Granzym B) und PRF1 (Perforin) mittels qPCR untersucht. Vor 

allem GZMB zeichnete sich durch eine signifikant erhöhte Expression in den LIL der AIH-Patienten im 

Vergleich zur Kontrolle aus, aber auch GNLY und PRF1 wurden stärker exprimiert (Abb. 34). 

Zytotoxische Aktivitäten werden in der adaptiven Immunantwort vor allem CD8+ und selten 

CD4+ T-Zellen zugeschrieben8. Nichtsdestotrotz konnten zytotoxische CD4+ T-Zellen im PBMC-

Kompartiment von Patienten mit chronischen viralen Infektionen identifiziert werden, unter 

anderem viralen Hepatitiden61,300. CD4+ T-Zellen mit zytotoxischem Charakter sind häufig aufgrund 

der Produktion von IFN, TNFα und IL-2 als TH1-ähnlich beschrieben62,301-306, jedoch ist die Expression 

dieser Zytokine nicht notwendig für ihre zytotoxische Funktion307-310. In der vorliegenden Arbeit 

konnte gezeigt werden, dass die LIL von AIH-Patienten eine erhöhte IL2-, IFNG- und TNF-Expression 

aufwiesen (Abb. 15) sowie eine erhöhte Frequenz an IFN- und TNFα-produzierenden CD4+ T-Zellen 

in der Leber nachgewiesen werden (Abb. 16). Dahingehend ist nicht auszuschließen, dass in der AIH 

CD4+ T-Zellen ein zytotoxisches Potential besitzen. Bei den Expressionsanalysen der zytolytischen 

Proteine im intrahepatischen Kompartiment der AIH-Patienten wurde nicht zwischen CD4+ und 

CD8+ T-Zellen unterschieden. Es sollte also weiterführend geklärt werden, welche Zellen in der Leber 

von AIH-Patienten einen zytotoxischen Charakter aufweisen. Zusammengefasst scheinen die LIL der 

AIH-Patienten aufgrund der erhöhten Genexpression zytolytischer Komponenten eine zytotoxische 

Kapazität aufzuweisen. Weiterführende Analysen sollten klären, welche Zellen in der Leber von AIH-

Patienten die zytolytischen Proteine produzieren und deren zytotoxisches Potential in 

entsprechenden Tests evaluiert werden. 

 

4.2 Das Expansionsprofil leberinfiltrierender Lymphozyten von AIH-Patienten 

Die Rolle von T-Zellen bei Entstehung und Aufrechterhaltung der AIH ist bisher nur teilweise 

verstanden. Man nimmt an, dass der Leberschaden durch eine Immunreaktion von autoreaktiven 
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T-Zellen gegen Selbstantigene ausgelöst wird111,148. Bisher konnten CYP2D6 in ca. 10%138,149,214 und 

SepSecS in ca. 20% der Patienten145,152,215 als Autoantigene in der AIH identifiziert werden, dennoch 

sind bei ca. 70 % der AIH-Patienten mutmaßliche Autoantigene unbekannt. Es wird angenommen, 

dass leberinfiltrierende T-Zellen, die vorwiegend zu den CD4+ TH-Zellen gehören und einen α-TCR 

tragen, an der Immunpathogenese der AIH beteiligt sind150,223,227. Dennoch ist unbekannt, ob die 

Leberentzündung in der AIH durch einen spezifischen Stimulus bedingt ist oder durch eine Bystander-

Hepatitis, bei der es zu einer unspezifischen Rekrutierung und Aktivierung von inflammatorischen 

Zellen in die Leber kommt275,311. Hierüber kann die Analyse des TCR von leberinfiltrierenden T-Zellen 

Aufschluss geben. Ein limitiertes TCR-Repertoire spiegelt aufgrund der klonalen Expansion einzelner 

antigenspezifischer T-Zellen einen antigengetriebenen Prozess wider, während ein heterogenes 

Repertoire auf den Bystander-Effekt schließen lässt312. 

Aufgrund der Vielzahl zu bekämpfender pathogener Strukturen weisen T-Zellen ein TCR-Repertoire 

von theoretisch ca. 1018 verschiedenen Antigenspezifitäten auf8, wobei jede T-Zelle in der Regel 

zwischen 1*104 und 3*104 identische Kopien eines einzelnen TCR auf ihrer Oberfläche trägt64. Zur 

Untersuchung der Diversität des TCR-Repertoires von leberinfiltrierenden T-Zellen in AIH-Patienten 

wurden die Oberflächenmarker CD4 und CD8 sowie die V-Ketten des TCR durchflusszytometrisch 

analysiert. In der vorliegenden Arbeit wurden von 131 expandierten T-Zellkulturen 86 als potentiell 

klonal eingestuft, davon 41 als CD4+ und 45 als CD8+ T-Zellpopulationen (Abb. 37A). Dies steht im 

Kontrast zu der Aussage von Schlaak et al., die vorwiegend CD4+ T-Zellklone (190/255 Klone) aus der 

Leber von AIH-Patienten isolieren konnten150. Dies könnte allerdings mit dem Ort der 

Biopsieentnahme aus der Leber und der Verteilung der darin residierenden Lymphozyten 

zusammenhängen. Bei den Biopsien handelt es sich um kleine Gewebefragmente, welche aufgrund 

ihrer Größe nur einen Bruchteil der LIL-Zusammenstellung widerspiegeln. Es ist gezeigt, dass in der 

AIH Typ I CD4+ T-Zellen vornehmlich in den portalen Bereichen und CD8+ T-Zellen in den periportalen 

Bereichen der Leber zu finden sind202. Tatsächlich konnten auch in der vorliegenden Arbeit bei zwei 

Patienten ausschließlich CD4+ T-Zellklone generiert werden, während bei zwei weiteren Patienten 

vornehmlich CD8+ und weniger CD4+ T-Zellklone expandiert wurden. 

Die Untersuchung des TCR V-Repertoires erfolgte mithilfe eines durchflusszytometrisch-basierten 

Fertigsystems, durch welches 24 verschiedene TCR V-Spezifitäten nachgewiesen werden konnten. 

Von den als klonal eingestuften T-Zellkulturen konnten bei 15 CD4+ und bei 25 CD8+ Kulturen keine 

spezifische V-Kette (V-Ak-) durchflusszytometrisch detektiert werden (Abb. 37B). Dies könnte 

dadurch bedingt sein, dass das Fertigsystem nur ca. 70 % des normalen humanen TCR V-Repertoires 

der CD3+ Lymphozyten abdeckt. Auch könnte es sich um T-Zellen mit einem -TCR handeln, welche 

ebenfalls in die AIH-Pathogenese involviert sind107,111,313. Sato et al. konnten zeigen, dass in der Leber 

ca. 60 % der -T-Zellen CD4-CD8- sind und die restlichen 40 % den CD8- nicht aber den CD4-
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Korezeptor exprimieren314. Weiterführend konnte durchflusszytometrisch bei 26 der CD4+ und bei 20 

der CD8+ Kulturen eine spezifische V-Kette (V-Ak+) nachgewiesen werden (Abb. 37B). Dabei war die 

V-Familie Vb 8 am häufigsten repräsentiert, durch insgesamt acht T-Zellklone in vier der vier 

untersuchten AIH-Probanden, gefolgt von je fünf Vb 2+ und Vb 17+ T-Zellklonen in drei der vier 

untersuchten Patienten (Abb. 37C). Die Resultate vorheriger Studien sind teilweise kontrovers. So 

wurde durch Arenz et al. mittels Durchflusszytometrie eine Überexpression von TCR V3 und V13.1 

in AIH-Patienten gezeigt, jedoch wurde die Klonalität der T-Zellen nicht  dokumentiert315. 

Yoshizawa et al. konnten mittels des CDR3-Spectratypings die Expression von TCR V2, V3, V4, 

V16 oder V22 in zwei und mehr Patienten feststellen und von TCR V4 in fünf Fällen316. Die 

complementarity determining region (CDR)3 ist Bestandteil beider TCR-Ketten und für die Bindung 

des antigenen Peptids an den TCR verantwortlich. Aufgrund der hohen Variabilität der CDR3-Region 

in Länge und Zusammensetzung wird das TCR CDR3-Spectratyping zur Überprüfung der Klonalität von 

expandierten T-Zellen verwendet und für TCR-Repertoireanalysen herangezogen. Hoshino et al. wies 

mit der gleichen Methode ebenfalls die Expression von TCR V3 in allen vier untersuchten Patienten 

nach317. Dagegen wurde durch Löhr et al. in verschiedenen Patienten unter anderem eine 

Überexpression von V2- und V17-, V8- und V17- bzw. V1- und V18-spezifischen PCR-

Produkten gemessen318, was mit den Daten dieser Arbeit zum Teil korreliert. Die hier vorgestellten 

Ergebnisse zeigen eine eingeschränkte Expression von Vb 8, Vb 2 und Vb 17 sowohl durch CD4+ als 

auch CD8+ T-Zellen (Abb. 37C). Dies lässt somit einen antigengetriebenen Prozess der 

Leberschädigung in der AIH vermuten, unabhängig vom phänotypischen und funktionellen Status der 

leberinfiltrierenden T-Zellen. Durch Arenz et al. wurden PBMC aus AIH-Patienten und gesunden 

Probanden hinsichtlich ihres TCR V-Repertoires analysiert216,315. Dabei konnten sie keine 

signifikanten Unterschiede in der Verteilung einzelner TCR V-Ketten bei Gesunden und AIH-

Patienten zeigen, was wiederum auf eine polyklonale T-Zellverteilung im Blut verweist. 

Zusammengefasst deuten die durchflusszytometrischen Analysen der TCR V-Ketten in der 

vorliegenden Arbeit, aber auch die Daten der Literatur auf ein eingeschränktes TCR V-Repertoire in 

der Leber von AIH-Patienten hin, was auf eine antigengetriebene AIH-Pathogenese verweist. 

 

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick 

4.3.1 Das T-Zellprofil von AIH-Patienten 

Anhand der Untersuchungen des gesamten PBMC-Kompartiments von therapienaїven AIH-Patienten 

bezüglich der Expression von TH1-, TH17- und TH2-assoziierten Zytokinen auf RNA-Ebene konnte keine 

dominierende Effektorzellpopulation in der Peripherie identifiziert werden. Jedoch zeichneten sich 

die Zellen in ihrer Gesamtheit vor allem durch eine signifikant erhöhte TNF-Expression aus, aber auch 

IL10 war erhöht. Dahingegen waren TGFB und IL4 im gleichen Maße und IFNG, IL2, IL17A, IL22, IL6 
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und IL13 verglichen zur Kontrollgruppe niedriger exprimiert. Außerdem geben die Daten erste 

Hinweise darauf, dass vor allem Zellen mit TH17- und TH2-Profil keine tragende Rolle in der Peripherie 

von AIH-Patienten zu haben scheinen. Des Weiteren verweisen die Daten auf eine mögliche 

Implikation von Tr1-Zellen, welche sich durch Sekretion von großen Mengen IL-10, moderaten 

Mengen an TGF, wenig IL-5 und IFN, sowie kein IL-2 oder IL-4 auszeichnen238,239. Inwieweit und ob 

diese regulatorische Zellpopulation tatsächlich in die AIH-Pathogenese involviert ist, bedarf weiterer 

Untersuchungen. Da es sich bei PBMC um ein Gemisch verschiedener Zellen handelt, wurde 

weiterführend die Expression von TH1- und TH17-assoziierten Zytokinen, im speziellen auf CD4+ und 

CD8+ T-Zellen, untersucht. Prinzipiell konnte in therapienaїven AIH-Patienten eine numerische 

Verschiebung zugunsten der CD4+ T-Zellen festgestellt werden. Des Weiteren konnte sowohl bei den 

CD4+ als auch CD8+ T-Zellen eine hohe Frequenz von TNFα-sezernierenden Zellen gemessen werden, 

im Falle der CD8+ T-Zellen sogar signifikant mehr als in der Kontrolle. Dagegen war die Frequenz von 

IL-17A+ bzw. IFN+IL-17A+ CD4+ und CD8+ T-Zellen gering bis nicht nachweisbar, was eine Implikation 

von TH17-Zellen in der Peripherie von AIH-Patienten ausschließt.  

Die Genexpressionsstudien der LIL zeigten bezüglich der TH1-assoziierten Gene eine signifikant 

höhere Expression im Vergleich zur Kontrolle, wohingegen die Gene der TH17-assoziierten Zytokine 

keine erhöhte Expression aufwiesen. Auch auf Proteinebene zeichneten sich leberinfiltrierende CD4+ 

und CD8+ T-Zellen durch eine erhöhte IFN- und TNFα-Sekretion im Vergleich zur Peripherie von AIH-

Patienten aus, wohingegen die Frequenz von IL-17A-sezernierenden Zellen gering war. Seit der 

Beschreibung von TH17-Zellen im Jahre 2005 als eigenständige pathogene Zellpopulation im Kontext 

von Autoimmunität319-321 wurde eine Implikation in verschiedenen humanen Erkrankungen 

autoimmuner Genese festgestellt, z.B. bei der MS, chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen, RA 

und Psoriasis322-325 sowie der autoimmunen Lebererkrankung PBC326. Auch für die AIH-Pathogenese 

werden TH17-Zellen als Effektorpopulation diskutiert111,163,181,233. Dies widerlegen die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit, sondern verweisen vielmehr auf einen TH1- bzw. TC1-Status der LIL in den AIH-

Patienten. Weiterhin könnte auch anhand der leicht erhöhten intrahepatischen Expression TH2-

assoziierter Gene auf eine Beteiligung von TH2-Zellen an der AIH-Immunpathogenese geschlossen 

werden. 

In der vorliegenden Arbeit konnte vor allem eine stark erhöhte Expression und Sekretion von TNFα 

durch Zellen sowohl in der Peripherie als auch in der Leber von AIH-Patienten bestimmt werden. 

Einzig im Zellkulturüberstand unspezifisch stimulierter PBMC von AIH-Patienten konnte im Vergleich 

zu gesunden Probanden weniger TNFα nachgewiesen werden, was auf die Expression von mTNFα auf 

aktivierten PBMC hindeuten könnte. Inwieweit und ob mTNFα auf aktivierten T-Zellen von AIH-

Patienten exprimiert wird, bedarf weiterführender durchflusszytometrischer Untersuchungen. 

Dennoch legen die TNFα-Daten der vorliegenden Arbeit eine eminente Rolle dieses Effektorzytokins 
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in der AIH-Immunpathogenese nahe. Unterstützt wird dies durch eine erfolgreich durchgeführte Off-

Label-Therapie mit anti-TNFα bei einem schwer zu behandelndem AIH-Fall272. 

Sowohl die PBMC als auch die LIL der AIH-Patienten wiesen eine erhöhte Expression der 

Chemokinliganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11 auf. Diese Liganden sind nicht konstitutiv exprimiert, 

werden aber in Gegenwart eines proinflammatorischen Zytokinmilieus aufreguliert und rekrutieren 

T-Zellen zum Ort der Entzündung282. Insbesondere CXCL10 zeigte die höchste Expression in den LIL 

der AIH-Patienten. Dieser Ligand wird auch durch CD4+ und CD8+ T-Zellen sezerniert und funktionell 

als TH1-Chemokin kategorisiert182,285. Als klassische Chemokinrezeptorkombination gelten für TH1- 

bzw. TC1-Zellen CXCR3/CCR524,188-190,280 und für TH17- bzw. TC17-Zellen CXCR3/CCR624,181. Bei den 

Genexpressionsstudien der vorliegenden Arbeit wiesen sowohl CCR5 als auch CCR6 in den PBMC und 

LIL eine geringere Expression im Vergleich zur Kontrolle auf. Jedoch zeigte sich beim direkten 

Vergleich der Expressionsniveaus, dass CCR5 stärker exprimiert war als CCR6. Dies würde zwar die 

bisherigen Ergebnisse der TH1-Dominanz der LIL in der Leber von AIH-Patienten unterstützen, 

allerdings zeigte auch der CCR5-Ligand CCL5 eine verminderte Expression im Vergleich zur Kontrolle. 

Jedoch sind Redundanz und Promiskuität Charakteristika des Chemokinsystems174. So sind neben 

CCL5 auch CCL3 und CCL4 Liganden von CCR5, aber auch dem alternativen Rezeptor CCR124,206,289,290. 

Daher bedarf es einer Erweiterung der Analysen bezüglich des Profils von Chemokinrezeptoren 

und -liganden sowie einer Überprüfung der Expression auch auf Proteinebene. In der Summe zeigen 

die hier vorgestellten Untersuchungen, dass im PBMC- und LIL-Kompartiment die CXCR3-Liganden 

CXCL9, CXCL10 und CXCL11 aufgrund ihrer starken Aufregulation eine wichtige Rolle in der 

Rekrutierung innezuhaben scheinen. Weiterführend sollte untersucht werden, welche 

Zellpopulationen in der Leber für die erhöhte Expression verantwortlich sind. Auch T-Zellen können 

diese Liganden exprimieren und so in der Leber zur Pathogenese der AIH beitragen, indem sie 

zusätzlich zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine auch durch Sekretion inflammatorischer 

Chemokine die T-Zellinfiltration weiter verstärken. Hieraus könnte einer positiver Feedback-Loop 

entstehen, der die Entzündung weiter fördert. 

GM-CSF gilt in neueren Studien als Kandidat für therapeutische Ansätze bei Autoimmun- und 

Entzündungserkrankungen297,298. In der vorliegenden Arbeit konnte eine erhöhte Expression von 

M-CSF und GM-CSF in den LIL von AIH-Patienten nachgewiesen werden. Beiden CSF wird eine 

pathologische Rolle in verschiedenen Autoimmunerkrankungen zugewiesen210,291-294. Durch 

Noster et al. wurde in der MS eine Verbindung der GM-CSF-Produktion mit TH1-Zellen beschrieben211, 

was die bisher vorgestellten Daten bezüglich des TH1-Phänotyps der LIL in AIH-Patienten unterstützt. 

Jedoch wurde die Expression bisher nur auf RNA-Ebene in den Gesamt-LIL nachgewiesen und bedarf 

einer Verifikation auf Proteinebene. Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die 

Genexpression der zytolytischen Proteine Granulysin, Granzym B und Perforin in den LIL der AIH-



 
100 Diskussion 

Patienten signifikant erhöht war, was auf den zytotoxischen Status der intrahepatischen 

Lymphozyten verweist. Auch hier bedarf es der Untersuchung auf Proteinebene, im speziellen ob 

diese Proteine durch CD4+ und/oder CD8+ T-Zellen synthetisiert werden. Generell gelten 

CD8+ T-Zellen als die zytotoxische Effektorpopulation, mittlerweile sind aber auch CD4+ T-Zellen mit 

zytotoxischem Charakter beschrieben, die häufig aufgrund der Produktion von IFN, TNFα und IL-2 

als TH1-ähnlich gelten62,301-306. 

Da die AIH, mit einer Prävalenz von 10,7 - 23,9/100.000 Einwohnern in Europa113-115, eine seltene 

Erkrankung darstellt, ist die Verfügbarkeit von geeignetem Probenmaterial begrenzt. Insbesondere 

die Probenverfügbarkeit von therapienaїven Patienten ist gering, im Speziellen von Lebergewebe zur 

Isolierung der LIL. Deshalb beruhen die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit auf teilweise kleinen 

Gruppengrößen. Ein Aspekt für weitere Untersuchungen stellt somit die Erweiterung der Kohorten 

dar, ein Anderer die Akquisition weiterer adäquater Kontrollen für die Untersuchung des 

intrahepatischen Milieus. 

 

4.3.2 Das T-Zellrezeptorrepertoire von AIH-Patienten 

Zur Untersuchung des TCR-Repertoires wurden LIL aus dem Lebergewebe von AIH-Patienten isoliert 

und expandiert. Die Analysen der T-Zellklone hinsichtlich der Expression spezifischer TCR V-Ketten 

zeigten, dass Vb 8 am häufigsten vertreten war, gefolgt von Vb 2 und Vb 17. Sowohl die Daten der 

vorliegenden Arbeit, aber auch die Ergebnisse weiterer Studien315-318 suggerieren grundsätzlich ein 

eingeschränktes TCR V-Repertoire von AIH-Patienten, was auf eine antigengetriebene AIH-

Pathogenese hinweist. Dennoch bedarf es weiterführender Analysen hinsichtlich der Verteilung des 

TCR-Repertoires und der Identifizierung weiterer potentieller Autoantigene. Hierfür werden zurzeit 

die in dieser Arbeit klonal expandierten T-Zellkulturen mithilfe des TCR CDR3-Spectratypings 

untersucht und deren Zielantigene mithilfe von sog. Kombinatorischen Peptidbibliotheken im 

positional scanning-Format identifiziert. Dabei handelt es sich um mehrere komplexe 

Peptidgemische, die jeweils eine definierte Aminosäure an einer definierten Position aufweisen und 

mit denen im Screening-Verfahren die aktivste Aminosäure an jeder Position bestimmt werden 

kann327,328. Die Daten dieser Experimente sollen im Folgenden in systematischen Datenbankanalysen 

verwendet werden, um das gesamte Spektrum der Zielantigene identifizieren zu können. Die 

prognostizierten Peptide von hepatotropen, aber auch xenogenen Produkten sowie von 

leberspezifischen und ubiquitären Autoantigenen sollen synthetisiert werden und deren 

stimulatorische Kapazität evaluiert werden. Hierdurch ist es zudem möglich, das Spektrum von 

potentiellen Autoantigenen zu beurteilen. Außerdem könnten diese Analysen wichtige Hinweise auf 

mögliche Umweltfaktoren geben, die an der Induktion der AIH beteiligt sein könnten. So wird 

molekulares Mimikry als Ursache für Autoimmunerkrankungen diskutiert: In diesem Modell wird die 
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gegen Fremdantigene gerichtete Immunantwort durch eine strukturelle Ähnlichkeit von 

Fremdantigenen und Autoantigenen hervorgerufen100,111,148. 

 



 
102 Zusammenfassung 

5 Zusammenfassung 

Die AIH ist eine chronisch-entzündliche Lebererkrankung autoimmuner Genese, deren 

Pathomechanismus noch nicht ausreichend verstanden ist. Jedoch scheinen CD4+ T-Zellen eine 

entscheidende Rolle in der Immunpathogenese einzunehmen: So zeigen AIH-Patienten eine 

genetische Prädisposition für die MHCII-Moleküle HLA-DR3 und DR4 und weisen vermehrt 

CD4+ T-Zellinfiltrate in der Leber auf. Dennoch sind der Phänotyp und die Funktion der extra- und 

intrahepatischen T-Zellen in AIH-Patienten bisher unzureichend beschrieben. 

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde das Profil von zirkulierenden und leberinfiltrierenden 

Lymphozyten in AIH-Patienten anhand der Charakterisierung von T-zellspezifischen Zytokinen sowie 

charakteristischen Chemokinen untersucht. Hierbei konnte im PBMC-Kompartiment von AIH-

Patienten bezüglich der Expression von TH1-, TH17- und TH2-assoziierten Zytokinen keine 

dominierende Effektorpopulation identifiziert werden. Jedoch zeichneten sich die Zellen im 

Allgemeinen durch eine stark erhöhte Expression des proinflammatorischen Zytokins TNFα aus. 

Weiterführend wurde die Sekretion von TH1- und TH17-charakteristischen Zytokinen durch 

zirkulierende CD4+ und CD8+ T-Zellen untersucht. Auch hier konnte eine erhöhte Frequenz TNFα-

sezernierender T-Zellen, sowohl im CD4+ als auch CD8+ T-Zellkompartiment, nachgewiesen werden. 

Dahingegen konnten keine IL-17-sezernierenden Zellen detektiert werden, was eine Implikation von 

TH17-Zellen in der Peripherie auszuschließen scheint. Des Weiteren konnte eine numerische 

Verschiebung zugunsten der CD4+ T-Zellen im PBMC-Kompartiment der AIH-Patienten festgestellt 

werden. Im LIL-Kompartiment wurde eine erhöhte Expression TH1-assozierter Zytokine detektiert, 

ungleich der fehlenden Überexpression TH17-charakteristischer Zytokine. Auch zeichneten sich die 

intrahepatischen CD4+ und CD8+ T-Zellen von AIH-Patienten durch die erhöhte Frequenz an IFN- und 

TNFα-, nicht aber IL-17-sezernierender Zellen im Vergleich zur Peripherie aus. Dies verweist 

zusammengefasst auf einen TH1- bzw. TC1-Status der LIL in den AIH-Patienten. Auch bezüglich der 

Expression des Chemokinliganden CXCL10 zeigten die LIL der AIH-Patienten eine stark erhöhte 

Expression. CXCL10 wird ebenfalls durch CD4+ und CD8+ T-Zellen sezerniert und funktionell als TH1-

Chemokin kategorisiert. Zusätzlich wurde bei den LIL der AIH-Patienten auch die Expression von 

M-CSF und GM-CSF untersucht, denen eine pathologische Rolle in diversen Autoimmunerkrankungen 

zugewiesen wird. Vor allem GM-CSF zeigte eine stark erhöhte Expression und wurde schon in 

Verbindung mit TH1-Zellen beschrieben. Aufgrund der erhöhten Expression der zytolytischen Proteine 

Granulysin, Granzym B und Perforin wiesen die LIL der AIH-Patienten zudem einen zytotoxischen 

Status auf. 

Inwieweit T-Zellen zur Entstehung und Aufrechterhaltung der Leberentzündung in der AIH beitragen, 

ist soweit nur teilweise verstanden. Es wird jedoch diskutiert, dass die Immunreaktion durch 

autoreaktive T-Zellen ausgelöst wird. Nichtsdestotrotz sind die Zielantigene der leberinfiltrierenden 
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T-Zellen bei dem Großteil der AIH-Patienten noch unbekannt. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte 

daher anhand der TCR V-Repertoireanalyse von LIL aus AIH-Patienten die Frage geklärt werden, ob 

es sich bei der Leberschädigung in der AIH um einen antigengetriebenen Prozess handelt oder um 

eine Bystander-Hepatitis, die durch die unspezifische Rekrutierung und Aktivierung von 

inflammatorischen Immunzellen in der Leber charakterisiert ist. Hierfür wurden T-Zellklone aus LIL 

von AIH-Patienten generiert und durchflusszytometrisch auf die Expression spezifischer TCR V-

Ketten untersucht. Die Analysen zeigten eine Dominanz der V-Familien Vb 8, Vb 2 und Vb 17 durch 

CD4+ und CD8+ T-Zellklone. Dieses begrenzte und selektive TCR V-Repertoire der LIL aus AIH-

Patienten lässt darauf schließen, dass die AIH eine antigengetriebene Erkrankung ist. 

Zusammengefasst verweisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf ein distinktes TH1- bzw. TC1-

Profil von LIL in der AIH, wohingegen IL-17-sezernierende T-Zellen nicht in die Immunpathogenese 

involviert zu sein scheinen. Des Weiteren deutet das eingeschränkte TCR-Repertoire der LIL auf eine 

antigengetriebene Leberschädigung in der AIH. 
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6 Abstract 

AIH is a chronic inflammatory autoimmune liver disease of unknown pathogenesis and etiology. 

However CD4+ T cells seem to have a decisive role in the immunpathogenesis.  So, AIH patients show 

a genetic predisposition for the MHCII molecules HLA-DR3 and DR4 and also increased 

CD4+ T cell infiltrates in the liver. Nonetheless, the phenotype and function of circulating and 

liver infiltrating T cells in AIH patients have been described insufficiently so far. 

In the first part of this study the profile of circulating and liver infiltrating lymphocytes of AIH patients 

was evaluated by characterization of T cell-specific cytokines and characteristic chemokines. No 

dominant effector population could be identified in the PBMC compartment of AIH patients with 

respect to the expression of Th1, Th17 and Th2-associated cytokines. Nonetheless, cells were 

generally characterized by a strong increased expression of the pro-inflammatory cytokine TNFα. The 

analysis of Th1 and Th17 cytokine secretion by circulating CD4+ and CD8+ T cells also revealed an 

increased frequency of TNFα-secreting T cells in both the CD4+ and the CD8+ T cell compartment, 

while no IL-17-secreting cells could be detected. This seems to exclude an implication of Th17 cells in 

the periphery of AIH patients. Furthermore, a numerical shift to the benefit of CD4+ T cells in the 

PBMC compartment of AIH patients was detected. In LIL an increased expression of Th1-associated 

cytokines was observed while no relevant expression of Th17-characteristic cytokines could be 

detected. Also intrahepatic CD4+ and CD8+ T cells from AIH patients were characterized by an 

increased frequency of IFN- and TNFα-, but not IL-17-secreting cells in comparison to the periphery. 

In summary this rather refers to an Th1 or Tc1 status of LIL in AIH patients. With regard to the 

chemokine CXCL10 LIL of AIH patients showed an increased expression. CXCL10 is also secreted by 

CD4+ and CD8+ T cells and functionally characterized as Th1 chemokine. Additionally the expression 

of M-CSF and GM-CSF was analyzed in LIL of AIH patients based on their pathological role in various 

autoimmune diseases. Especially GM-CSF showed an increased expression and has been described in 

connection with Th1 cells. Furthermore, LIL of AIH patients appear to have a cytotoxic status due to 

the increased expression of the cytolytic proteins granulysin, granzyme B and perforin. 

To what extent T cells contribute to the formation and maintenance of liver inflammation in AIH is 

only partially understood. However, it is discussed that the immune reaction is initiated by 

autoreactive T cells. Nevertheless, target antigens of liver infiltrating T cells are still unknown for the 

vast majority of AIH patients. In the second part of this study TCR V repertoire analysis of LIL from 

AIH patients were performed to clarify the issue whether the liver damage in AIH is an antigen-driven 

process or a bystander hepatitis caused by non-specific recruitment and activation of inflammatory 

cells in the liver. For this, T cell clones were generated from LIL of AIH patients and analyzed for the 

expression of specific TCR V chains by flow cytometry. Analyses revealed a predominance of the 
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V families Vb 8, Vb 2 and Vb 17 by both CD4+ and CD8+ T cell clones. The limited and selective 

TCR V repertoire of LIL from AIH patients suggests that AIH is an antigen-driven disease. 

In conclusion, the results of this study suggest a distinct Th1 or Tc1 profile of LIL in AIH, whereas 

IL-17-secreting T cells do not seem to be involved in the immune pathogenesis. In addition, the 

limited TCR V repertoire of LIL indicates an antigen-driven liver damage in AIH. 
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7.2 Abkürzungsverzeichnis 

ABTS Diammoniumsalz der 2,2‘-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) 

AIH Autoimmune Hepatitis 

Ak Antikörper 

ALAT Alanin-Aminotransferase 

ANA antinukleäre Antikörper 

APC Antigenpräsentierende Zelle (Antigen presenting cell) 

ASAT Aspartat-Aminotransferase 

BSA Bovines Serumalbumin 

CD Cluster of  Differentiation 

cDNA komplementäre DNA (complementary DNA) 

CDR complementarity determining region 

ConA Concanavalin A 

CSF Koloniestimulierender Faktor (colony stimulating factor) 

CT Schwellenwertzyklus (Cycle treshold) 

CTL zytotoxische T-Zelle (cytotoxic T lymphocyte) 

CYP2D6 Cytochrom P450 2D6 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 

dsDNA doppelsträngige (double-stranded) DNA 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

FACS Durchflusszytometer (fluorescence activated cell sorting) 

FAM 6-Carboxyfluorescein 

FC Durchflusszytometrie (flow cytometry) 

FCS fetales Kälberserum (fetal calf serum) 

Foxp3 forkhead-box protein 3; Transkriptionsfaktor 

FSC Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter) 

g relative Zentrifugalbeschleunigung (relative centrifugal force, rcf) 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GATA-3 GATA binding protein 3; Transkriptionsfaktor 

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-CSF 

Gy Gray (Einheit für durch ionisierende Strahlung verursachte Energiedosis) 

h Stunde(n) 

HLA Humanes Leukozytenantigen (human leukocyte antigen) 

IFN Interferon 

Ig Immunglobulin 

IL Interleukin 

IU Internatonale Einheit (international unit) 

kV Kilovolt 

l Liter 

LIL leberinfiltrierende Lymphozyten (liver infiltrating lymphocytes) 

LKM Mikrosomen der Leber und Niere (liver kidney microsomes) 

LSEC sinusoidale Leberendothelzellen (liver sinusoidal endothelial cells) 

M molare Masse 
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mA Milliampere 

M-CSF Makrophagen-CSF 

MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility complexe) 

min Minute(n) 

ml Milliliter 

mM Millimolar 

mm Millimeter 

mRNA Boten-RNA (messenger RNA) 

MS Multiple Sklerose 

mTNFα membrangebundenes TNFα 

NASH Nichtalkoholische Steatohepatitis (nonalcoholic steatohepatitis) 

nm Nanometer 

OD optische Dichte 

PacO-NHS Pacific Orange-N-Hydroxysuccinimid 

PBC Primär Biliäre Zirrhose 

PBMC mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear 

cells) 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

PFA Paraformaldehyd 

PHA Phytohämagglutinin 

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat 

PSC Primär Sklerosierende Cholangitis 

qPCR Quantitative PCR 

RA Rheumatoide Arthritis 

RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 

RORC retinoic acid-related orphan receptor C; Transkriptionsfaktor (human) 

RORT retinoic acid-related orphan receptor  T; Transkriptionsfaktor (murin) 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RT Raumtemperatur 

sec Sekunde(n) 

SepSecS O-Phosphoseryl-tRNA:Selenocyteinyl-tRNA-Synthase 

SLA Lösliches Leberantigen (soluble liver antigen) 

SLA/LP soluble liver antigen/liver pancreas 

SLE Systemischer Lupus Erythematodes 

SMA Antikörper gegen glatte Muskulatur (smooth muscle antibody) 

SSC Seitwärtsstreulicht (Side Scatter) 

Tbet T-box-expressed-in-T-cells; Transkriptionsfaktor 

TCR T-Zellrezeptor (T cell receptor) 

TGF Transformierender Wachstumsfaktor (Transforming Growth Factor) 

TH T-Helferzelle 

TNF Tumornekrosefaktor 

Treg regulatorische T-Zellen 
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