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1. Zielsetzung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche Mechanismen auf T Zellebene zur Auslésung
von Autoimmunitit in der Leber fithren und folglich fiir die Durchbrechung von hepatisch
induzierter Toleranz relevant sind. Aus Vorarbeiten im EAE-Mausmodell ist bekannt, dass die
ektopische Expression des Autoantigens Myelin Basisches Protein (MBP) in der Leber zu
Toleranz beziiglich dieses Antigens fiihrt. Diese Toleranz wird durch in der Leber generierte
Antigen-spezifische regulatorische T Zellen (Treg) vermittelt und schiitzt die Mduse vor einem
Ausbruch der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (Liith et al. 2008). Als
Mausmodell fiir unsere Analysen dienten CRP-MBP x tg4 Mause, die zusitzlich zum hepatisch
exprimierten MBP (CRP-MBP) iiber einen MBP-spezifischen T Zell-Rezeptor (tg4) verfiigen.
Anhand dieses Mausmodells galt es zu {iberpriifen, ob trotz Vorhandensein autoreaktiver MBP-
spezifischer T Zellen die hepatische Toleranz entweder persistiert oder durchbrochen wird und
ob es zur Induktion von Autoimmunitit kommt. Aufgrund der MBP-Expression in Leber und
ZNS sollten die Entziindungsparameter in diesen Organen analysiert werden. Dartiber hinaus
wollten wir anhand des Mausmodells die Relevanz von Treg fiir die Toleranz niher analysieren
und weitere hepatische Toleranzmechanismen untersuchen. Im Speziellen wurden folgende

Fragen untersucht:

1) Charakterisierung des CRP-MBP x tg4 Mausmodells:
- Verfiigen die Miuse tatsdchlich iiber MBP-spezifische T Zellen, die das MBP in ZNS
und Leber erkennen kdnnen?
-  Kommt es in diesem Modell zu einer spontanen Entziindungsreaktion gegen das MBP
in ZNS und/oder Leber?
-  Kommt es in diesem Modell nach MBP-Immunisierung zur Induktion einer MBP-
abhingigen Entzlindungsreaktion in ZNS und/oder Leber?
- Welche Rolle spielen Treg sowie die Zytokine IL-10 und TGF-8 fiir die Induktion und
Aufrechterhaltung hepatischer Toleranz?
2) Charakterisierung MBP-spezifischer T Zellen (tg4) nach Transfer in CRP-MBP Méuse:
- Differenzieren MBP-spezifische T Zellen in Médusen mit hepatisch exprimiertem MBP
zu pro-inflammatorischen Zellen (Thl, Th17) oder zu regulatorischen Zellen (Treg,
Trl)?
- Welche Auswirkungen hat dies auf die hepatisch induzierte Toleranz gegeniiber MBP?



2. Einleitung

2.1. Die Immunologie der Leber: Zwischen Immunitit und Toleranz

Die Leber als zentrales Stoffwechselorgan scheint auch in Bezug auf Immuntoleranz und -
abwehr eine besondere Rolle zu spielen. Durch ihre anatomische Positionierung zwischen
Gastrointestinaltrakt und Systemkreislauf ist sie kdrperfremden Antigenen aus der Nahrung und
mikrobiellen Antigenen stindig ausgesetzt. Diese permanente Exposition scheint einerseits fiir
die Induktion einer entziindlichen Immunantwort pradisponiert zu sein. Da es sich jedoch
ebenfalls um nicht-pathogene Antigene handelt, ist die Leber andererseits auch in der Lage
Toleranz zu induzieren, um eine Uberreaktion des Immunsystems zu verhindern (Tiegs und
Lohse 2010). Dass die Leber zur Toleranzinduktion féhig ist, wurde zunichst durch allogene
Lebertransplantationen bei Schweinen deutlich. Wihrend verschiedene Organtransplantate
allogener Spender abgestoB3en wurden, konnte bei Lebertransplantationen Toleranz beobachtet
werden (Calne et al. 1969a). Dariliber hinaus wurde nach Transplantation der Leber in
Kombination mit weiteren Organen die AbstoBung dieser Organe verhindert (Calne et al.
1969b). Auch fiir die orale Toleranz scheint die Leber mitverantwortlich zu sein. Hierbei
werden Antigene, die beispielsweise iiber die Nahrung wiederholt aufgenommen werden,
immunologisch toleriert. Dass die Leber dabei eine wichtige Funktion iibernimmt, wurde in
vergangenen Studien gezeigt: Konnte das Antigen durch chirurgische Intervention nicht iiber
die Pfortader zur Leber gelangen, wurde keine Toleranz induziert (Cantor und Dumont 1967,
Yang et al. 1994). Durch die systemische Toleranzinduktion der Leber kann beispielsweise
auch die Immunhomoostase im Zentralen Nervensystem (ZNS) beeinflusst werden. Bei der
Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), dem Mausmodell der Multiplen
Sklerose, wird im ZNS eine autoimmune Entziindung gegen das Myelin Basische Protein
(MBP) induziert. In Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression des MBP in der Leber
zu Toleranz fiihrt, wohingegen eine MBP-Expression in der Haut keinen Schutz vor EAE

generieren kann (Liith et al. 2008).

2.2. Autoimmune Erkrankungen der Leber
Obwohl die Leber zur Toleranzinduktion fahig ist, findet im Rahmen autoimmuner
Lebererkrankungen ein Verlust der lebereigenen Toleranz statt und es wird eine Immunantwort

gegen lebereigenes Gewebe gerichtet. Bislang sind drei Lebererkrankungen bekannt, bei denen



autoimmune Prozesse relevant sind: die Autoimmune Hepatitis (AIH), die Primér Bilidre
Cholangitis (PBC) und die Primér Sklerosierende Cholangitis (PSC) (Carbone und Neuberger
2014). Bei allen drei Krankheiten werden Zellen der Leber mutmaBlich durch autoimmune
Prozesse zerstort. Allerdings richtet sich die Immunantwort in der AIH gegen Hepatozyten,
wohingegen bei PSC und PBC eine pro-inflammatorische Effektorantwort gegen
Cholangiozyten generiert wird (Invernizzi 2013). Die genaue Atiologie aller drei
Krankheitsbilder ist bislang unklar; es werden jedoch genetische Einfliisse und
Umwelteinfliisse diskutiert (Carbone und Neuberger 2014). Die AIH ist eine entziindliche
Autoimmunkrankheit des Leberparenchyms, die akut oder chronisch verlaufen kann (Heneghan
et al. 2013). Im Rahmen der AIH finden sich autoreaktive T Zellen, die als entziindliche
Infiltrate im Leberparenchym und im Bereich der Portalfelder sichtbar werden (Lohse und
Mieli-Vergani 2011). Die PBC zeichnet sich durch chronische Cholestase aus, bei der es in
Folge der Entziindung zu immunvermittelter Zerstorung der kleineren intrahepatischen
Gallengénge kommt (Kaplan und Gershwin 2005). Dabei finden sich vermehrt autoreaktive
CD4+ und CD8+ T Zellen, die gegen Autoantigene gerichtet sind (Gershwin und Mackay
2008). Dariiber hinaus scheint in der PBC eine gestorte Homoostase von regulatorischen T
Zellen (Treg) und T Helferzellen 17 (Th17) vorzuliegen (Hirschfield und Gershwin 2013). In
der PSC fiihrt die chronische Cholestase zu entziindlichen Prozessen, Sklerose und Vernarbung
der intra- und extrahepatischen Gallengdnge. Histologisch treten dabei lymphozytére
Entziindungsinfiltrate in den Portalfeldern der Leber auf (Aron und Bowlus 2009). Im
Gegensatz zur AIH und PBC wird der autoimmune Charakter der PSC jedoch weiterhin
kontrovers diskutiert (Hirschfield 2013). Auch wenn sich die drei Krankheiten beziiglich ihrer
Pathomechanismen sowie dem klinischen und morphologischen Bild unterscheiden, konnen
zwischen der AIH und der PSC sowie der AIH und der PBC sogenannte ,,overlap*“-Syndrome
auftreten, die pathogenetische Gemeinsamkeiten implizieren (Rust und Beuers 2008).
Autoimmune FErkrankungen der Leber scheinen fiir das Verstindnis der hepatischen
Toleranzmechanismen von besonderem Interesse zu sein: Obwohl die Leber Toleranz
induzieren kann, wird die Toleranz gegeniiber dem eigenen Gewebe im Rahmen Autoimmuner
Lebererkrankungen durchbrochen. Allerdings existieren fiir keine der drei Krankheiten
Mausmodelle, die die zugrundeliegenden Pathomechanismen umfassend abbilden konnen. Sie
sind somit fiir die Untersuchung der Antigen-spezifischen hepatischen Toleranzinduktion

weniger geeignet (Lohse und Mieli-Vergani 2011, Hirschfield und Gershwin 2013, Pollheimer



etal. 2011).

2.3. Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis: Mausmodell der Multiplen Sklerose
Ein Mausmodell, das sich fiir die Analyse der hepatischen Toleranzinduktion eignet, ist die
Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE). Die EAE gilt als Modell der Multiplen
Sklerose (MS), einer chronisch autoinflammatorischen Erkrankung, bei der es zu entziindlichen
Lasionen der Myelinscheiden des ZNS und letztendlich zu neuronalen und axonalen
Degenerationen kommt (Compston und Coles 2002). Symptomatisch duBert sich die MS
zundchst in neurologischen Dysfunktionen, wie Seh- und Sensibilititsstorungen sowie
Miidigkeit, Gangstérungen und Kontrollverlusten der Blasenfunktion (Noseworthy et al. 2000).
Bei einem Teil der Patienten treten diese Symptome schubformig auf und sind zunéchst
reversibel. Im weiteren Verlauf geht die Krankheit bei ca. 40% dieser Patienten in einen
chronisch-progredienten Verlauf {iber. Nur bei rund 10% aller Patienten ist die MS von Beginn
an chronisch-progredient (Milo und Miller 2014). Bei diesem Verlauf treten oft zunichst
muskuldre Dysfunktionen auf, die sich fortschreitend verschlechtern. In spéteren Stadien sind
auch andere Organsysteme, wie oben genannt, betroffen (Noseworthy et al. 2000). Als ein
pathogenetisches Konzept ist beschrieben, dass bei der MS autoreaktive Myelin-spezifische
Lymphozyten {iber die Blut-Hirn-Schranke in das Gewebe des ZNS immigrieren. Diese Zellen
sind in der Peripherie voraktiviert und verursachen entziindliche Lésionen der Myelinscheiden
des ZNS (Ciccarelli et al. 2014). Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)
stellt ein Modell der MS dar und kann in Méusen durch Immunisierung mit verschiedenen
Myelin-Antigenen in einer Emulsion mit Komplettem Freund'schen Adjuvant (CFA) aktiv
induziert werden. Die relevanten Myelin-Antigene sind das Proteolipid Protein (PLP), das ein
Protein des Myelins ist, das Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) und das Myelin
Basische Protein (MBP). Nach Immunisierung der Versuchstiere kommt es innerhalb von 10
bis 15 Tagen zu aufsteigenden Lahmungserscheinungen, beginnend am Schwanz bis zu den
Vorderldaufen (Robinson et al. 2014). Mit Hilfe der Mausmodelle konnten in der Vergangenheit
die pathogenetischen autoimmunen Vorginge in der EAE auf zelluldrer Ebene untersucht
werden. Urspriinglich wurden vor allem Interferon-y-(IFN-y)- und Interleukin-2-(IL-2)-
sekretierende T Helferzellen 1 (Thl) als verantwortliche inflammatorische Zellpopulation
angesehen, die im Rahmen der EAE in das ZNS infiltrieren (Sriram et al. 1982). So waren

beispielsweise Méuse mit fehlender T-bet Expression, einem Transkriptionsfaktor, der fiir die
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Thl Zell-Effektorfunktion essenziell ist, resistent gegeniiber einer EAE-Induktion (Bettelli et
al. 2004). Die Beobachtung, dass IFN-y knock-out Mause normale EAE-Verldufe zeigten,
hinterfragt allerdings dieses Paradigma (Willenborg et al. 1999). Mittlerweile ist evident, dass
ein weiterer Subtyp, die IL-17-produzierenden Th17 Zellen, an der EAE-Induktion beteiligt ist
(Becher et al. 2003). Th17 Zellen, deren Expansion durch IL-23 getriggert wird, vermitteln ihre
pathogene Wirkung vor allem iiber IL-17, IL-6 und Tumornekrosefaktor (TNF) (Langrish
2005). In IL-23-defizienten Maiausen konnte keine EAE induziert werden, was fiir eine
entscheidende Beteiligung von Th17 Zellen an der Entwicklung der EAE spricht (Cua et al.
2003). Dariiber hinaus zeigten Mause, die mit anti-IL17 Antikérper behandelt wurden, eine
verringerte Inzidenz und einen abgeschwichten Verlauf der Krankheit (Rohn et al. 2006).

Wichtige regulatorische Funktionen in der EAE werden den Treg Zellen zugeschrieben.
CD4+CD25+ Treg aus naiven Spendertieren konnten in vitro die Proliferation und IFN-y-
Produktion von vorher durch Immunisierung generierten Thl Zellen im MOG-spezifischen
EAE Modell inhibieren. Durch adoptiven Transfer dieser Treg wurde der EAE-Verlauf
abgeschwicht (Kohm et al. 2002). Eine Reduzierung des Treg-Anteils in vivo kann durch die
Treg-Depletion mittels anti-CD25 Antikdrper erreicht werden, da CD25 einen
Oberflachenmarker von Treg darstellt. Bei Méusen, in denen nach einer solchen Behandlung
eine EAE induziert wurde, war die typisch eintretende Regenerierung im Vergleich zur
Kontrollgruppe verzogert (McGeachy et al. 2005). In vitro induzierte CD25+Foxp3+ Treg
konnten in Maiusen eine EAE-Induktion supprimieren. Diese Treg differenzierten aus
CD4+CD25-Foxp3- T Zellen, die fiir das Myelin Proteolipid Protein (PLP);73.191 spezifisch
waren, unter dem Einfluss von TGF-B, Retinolsdure und IL-2. In vivo war unter Antigen-
Stimulation eine Proliferation der Treg zu beobachten (Zhang et al. 2010). Liith et al. zeigten,
dass durch ektopische Expression von MBP durch Hepatozyten eine MBP-spezifische
CD4+CD25+Foxp3+ Treg-Population induziert werden konnte und die Méause vor EAE
geschiitzt waren. Die MBP-spezifischen Treg waren keine im Thymus gereiften natiirlichen
Treg (nTreg), sondern differenzierten aus konventionellen CD4+CD25- T Zellen. Die MBP-
spezifischen CD4+CD25+Foxp3+ Treg konnten nach MBP-Stimulation in vitro die
Proliferation von konventionellen CD4+CD25- T Zellen hemmen (Liith et al. 2008). All dies
verdeutlicht, dass Treg in der EAE wichtige regulatorische Funktion iibernehmen. Der genaue
Suppressionsmechanismus bleibt aber weiter unklar. Dariliber hinaus scheinen auch IL-10-

produzierende Typ 1 regulatorische Zellen (Trl Zellen) fiir die EAE-Regulation relevant zu
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sein. Meiron et al. konnten zeigen, dass Thl Zellen unter dem Einfluss des Chemokins
CXCL12 (auch: stromal cell-derived factor 1) vermehrt zu CD4+CD25—F0Xp3—IL—thigh
Antigen-spezifischen Trl Zellen wurden. Diese Zellen waren in der Lage eine bereits
bestehende EAE zu supprimieren (Meiron et al. 2008). Auch wenn bislang nicht alle
Pathomechanismen in der EAE geklirt sind, eignet sich das EAE-Mausmodell zur Analyse der

T Zellmechanismen im Rahmen der hepatischen Toleranzinduktion.

2.4. Antigen-prisentierende Zellen in der Leber

Die verschiedenen leberresidenten nicht-parenchymatdsen Zellen sind beziiglich der
hepatischen Toleranz offenbar von zentraler Bedeutung. Grundsitzlich wird die Immunantwort
von B und T Zellen iiber die Interaktion mit Antigen-prisentieren Zellen moduliert.
Dendritische Zellen (DC) sind solch professionelle Zellen, die in der Peripherie Antigene
aufnehmen, prozessieren und in lymphatischen Organen den B und T Zellen présentieren
(Banchereau und Steinman 1998). In der Leber sind jedoch neben DC und Kupfferzellen, den
leber-spezifischen =~ Makrophagen, beispielsweise auch leberspezifische  sinusoidale
Endothelialzellen (LSEC) in der Lage Antigene zu prédsentieren. Die Antigene werden auf
Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) Klasse I und II Molekiilen den T Zellen présentiert,
die iiber den Blutkreislauf kontinuierlich die Leber passieren (Bottcher 2011). Die T Zellen
erkennen spezifisch das prasentierte Antigen liber den T Zell-Rezeptor und werden so aktiviert
(Bogdanos et al. 2013). Diese Aktivierung fiihrt in der Leber vermehrt zu anti-
inflammatorischen Immunantworten und somit zu Toleranz (Carambia et al. 2013). Dazu tragt
auch das tendenziell tolerogene Zytokinmilieu in der Leber bei, das beispielsweise von LSEC
und KC induziert wird (Knolle et al. 1999, Limmer et al. 1998). Die in der Leber induzierten
regulatorischen Zellen sind offenbar wiederum in der Lage weitere Zellen, auch in der
Peripherie, regulatorisch zu beeinflussen und somit auf das gesamte Immunsystem Einfluss zu
nehmen (Carambia et al. 2014, Li und Tian 2013).

Die dendritischen Zellen in der Leber lassen sich in zwei Subtypen unterteilen: myeloide und
plasmacytoide DC (Crispe 2009). Die unreifen myeloiden DC kénnen nach Antigen-Aufnahme
entweder Toleranz- oder Immunitdt-induzierend wirken (Lutz und Schuler 2002). Sie
exprimieren das Molekiil PD-L1 (programmed-death ligand 1), das die Aktivierung von
regulatorischen T Zellen induziert (Liu et al. 2013). Plasmacytoide DC hingegen spielen eine

Rolle in der anti-viralen Immunantwort (Kingham et al. 2007). Sowohl mDC als auch pDC
11



prasentieren Antigene iiber MHC Klasse II Molekiile und exprimieren kostimulatorische
Molekiile, allerdings auf niedrigerem Niveau in Hinblick auf nicht-hepatische DC (Thomson
und Knolle 2010). Im Vergleich zu nicht-hepatischen DC fordern leberresidente DC vermehrt
die Induktion suppressiver T regulatorischer Zellen (Bamboat et al. 2009).

Kupfferzellen, die als Makrophagen in der Leber fungieren, exprimieren MHC Klasse II
Molekiile und PD-L1, das die T Zell Proliferation hemmt, und produzieren anti-
inflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF-8, sowie Prostaglandine (Crispe 2014,
Thomson und Knolle 2010, Perez et al. 1997). Des Weiteren kdnnen sie offenbar auf Treg
wirken und deren IL-10 Produktion positiv beeinflussen (Breous et al. 2009).

Auch LSEC scheinen die Induktion von Toleranz zu begiinstigen (Knolle et al. 1999). Sie
verfiigen iiber MHC Klasse I und II Molekiile sowie iiber die kostimulatorischen Molekiile
CD40, CD80 und CD86, die fiir die T Zell-Aktivierung relevant sind (Knolle und Limmer
2001, Bottcher 2011). Bei Aktivierung des Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) produzieren sie das
anti-inflammatorische Zytokin IL-10 (Knolle et al. 1998). Naive CD4+ T Zellen differenzieren
unter dem Einfluss von LSEC vermehrt zu anti-inflammatorischem T Zellen (Kruse et al.
2009). Dariiber hinaus zeichnen sich die LSEC-aktivierten CD4+ T Zellen durch eine
Produktion von IL-4 und IL-10 aus (Knolle et al. 1999). In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass LSEC unter dem Einfluss von TGF-f effektive Induktoren von
Treg sind (Carambia et al. 2014).

Hepatozyten konnen unter pro-inflammatorischen Bedingungen iiber MHC Klasse 11 Molekiile
Antigene présentieren und CD4+ T Zellen aktivieren. Im experimentellen Kontext fiihrte diese
Aktivierung durch Hepatozyten nicht zu pro-inflammatorischen Vorgidngen (Herkel et al.
2003). Eine CD8+ Aktivierung findet iliber Antigen-Prédsentation mittels MHC Klasse I
Molekiile statt. Dies fiihrt in vitro jedoch zum Zelluntergang der CD8+ T Zellen und ist somit

immunosuppressiv (Bertolino et al. 1998).

2.5. CD4+ T Zell Differenzierung

Die verschiedenen Subtypen der T Helferzellen, die im Rahmen autoimmuner Erkrankungen
pro- oder anti-inflammatorische Wirkungen vermitteln, differenzieren aus naiven CD4+ T
Zellen. Eine Aktivierung naiver T Zellen resultiert aus der Stimulierung des T Zell-Rezeptors
und Kostimulation von Oberflichenmolekiilen wie CD28 durch CD80 und CDS86, die

wiederum von Antigen-prisentierenden Zellen exprimiert werden (Park et al. 2005). Als
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weiteres kostimulatorisches Signal gilt ICOS (Inducible T-cell Costimulator oder CD278), das
zur CD28-Superfamilie zdhlt (Dong und Nurieva 2003). Urspriinglich wurden anhand des
spezifischen Zytokinprofils zundchst nur zwei Subtypen unterschieden: Thl und Th2 Zellen
(Mosmann et al. 1986). In Anwesenheit von IL-12, das von Antigen-prisentierenden Zellen
produziert wird, differenzieren CD4+ T Zellen zu Th1 Zellen (Seder et al. 1993, Robinson et al.
1997). Sie zeichnen sich durch ihre Zytokinproduktion von IFN-y, IL-2 und TNF-a (Tumor
Nekrose Faktor a) aus und induzieren eine Zell-vermittelte Immunantwort gegen intrazellulére
Pathogene (Jin et al. 2008, Swain et al. 1990). Th2 Zellen differenzieren unter IL-4 Einfluss
und produzieren IL-4, IL-5 und IL-13 (Swain et al. 1990, Robinson et al. 2014). Sie fordern die
humorale Immunantwort und Abwehr gegen extrazelluldre Parasiten (Robinson et al. 2014).
Die Differenzierung der T Helferzellen wird durch verschiedene Transkriptionsfaktoren
reguliert. So bewirkt die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren STAT4 und T-bet eine Thl
Differenzierung, wohingegen GATA-3 und STAT6 die Th2 Differenzierung regulieren (Szabo
et al. 2003, Glimcher und Murphy 2000, Zhen und Flavell 1997).

Als weiterer T Zell-Subtyp gelten Th17 Zellen, die das Zytokin IL-17, jedoch kein IFN-y und
IL-4 produzieren (Park et al. 2005). Dariliber hinaus werden sie iiber die Expression des
Transkriptionsfaktors RORyt charakterisiert (Ivanov et al. 2006). Fiir die Differenzierung von
murinen Th17 Zellen aus naiven T Zellen scheinen IL-6 und TGF-8 essenziell zu sein (Bettelli
et al. 2006). IL-21 spielt offenbar fiir die Expansion, IL-23 wiederum fiir die Stabilisierung eine
entscheidende Rolle (Zhou et al. 2007, Aggarwal et al. 2003). IL-17 vermittelt seinen pro-
inflammatorischen Effekt iiber den IL-17-Rezeptor, der auf vielen Lymphozyten und Zellen
anderer Gewebe exprimiert wird (Gaffen 2009). Uber die Transkriptionsfaktoren NF-xB und
JNK (c-Jun NH,-terminal kinase) fithrt IL-17 letztendlich zur Produktion verschiedener pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-18, IL-6, IL-8 und TNFa (Schwandner et al. 2000, de Jong
et al. 2009).

Regulatorische T Zellen kénnen die pro-inflammatorische Effektorantwort auf fremde und
korpereigene Antigene beeinflussen und sind somit fiir die Toleranzinduktion und -
aufrechterhaltung essenziell (Jonuleit und Schmitt 2003, Roncarolo und Battaglia 2007). Dabei
entsteht ein Teil der regulatorischen Zellen, die CD4+CD25+Foxp3+ T Zellen (nTreg) im
Thymus (Roncarolo und Battaglia 2007). Der andere Teil wird in der Peripherie im Rahmen
einer Immunantwort induziert. Dazu zdhlen Th3 und Trl Zellen sowie Foxp3+ induzierte Treg

(iTreg) (Roncarolo und Battaglia 2007). Die genannten Subtypen kdnnen auch hinsichtlich
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ithres individuellen Suppressionsmechanismus unterschieden werden: Treg wirken vor allem
iiber Zellkontakt mit membrangebundenen Molekiilen. Trl und Th3 Zellen vermitteln ihre
immunsuppressive Funktion hauptséchlich iiber Zytokine wie IL-10 und TGF-B (Jonuleit und
Schmitt 2003).

Diese verschiedenen T Zell-Differenzierungsprogramme scheinen eine gewisse Plastizitét
aufzuweisen. So konnte gezeigt werden, dass Thl und Th17 Zellen sowohl T-bet als auch
RORyt exprimieren konnen und sich Th17 Zellen unter Einfluss von IL-12 zu Thl Zellen
umwandeln konnten (Annunziato et al. 2007). Obwohl Treg und Thl7 Zellen eigentlich
antagonistisch wirken, existiert offenbar eine Subpopulation, die sowohl Foxp3 als auch RORyt
exprimiert und in beide Subtypen differenzieren kann. Bei dieser Differenzierung scheint TGF-

B3 eine Schliisselrolle zu spielen (Zhou et al. 2008).

2.5.1. Regulatorische T Zellen

Treg Zellen wurden zunichst als Zellen mit regulativer Funktion beschrieben, die {iiber
Expression der Oberflachenproteine CD4+ und CD25+ (IL-2Ra chain) verfiigen und in der
Lage sind, in Méusen Autoimmunitit zu unterdriicken (Sakaguchi et al. 1995). Mit der
Identifikation des Transkriptionsfaktors Foxp3 wurde ein weiterer Marker fiir CD4+CD25+
Treg gefunden, der spezifisch flir murine Treg ist (Fontenot 2003, Hori et al. 2003, Wan and
Flavell 2005). In humanen und murinen Studien konnte gezeigt werden, dass ein Foxp3-Defizit
in einen Verlust der suppressiven Kapazitit miindet und dariiber hinaus zur Induktion von
autoimmunen Erkrankungen fiihrt (Bennet et al. 2001, Brunkow et al. 2001). Foxp3+ Treg
wiederum konnen aufgrund ihrer Genese in zwei Subtypen unterteilt werden: Sogenannte
natiirliche Foxp3+ Treg (nTreg) werden im Thymus durch Interaktion des T Zell-Rezeptors mit
MHC Klasse II Molekiilen generiert (Bensinger et al. 2001). Dabei entwickeln sich
CD4+Foxp3+ Treg aus einer CD4+CD25+ Subpopulation (Girdhari und Bromberg 2009).
Induzierte Foxp3+ Treg (iTreg) konnen in der Peripherie im Rahmen einer Immunantwort aus
konventionellen Foxp3- T Zellen generiert werden (Walker et al. 2003, Curotto de Lafaille und
Lafaille 2009, Liang et al. 2005). Als entscheidendes Signal gilt dabei TGF-B, das auch bei der
in vitro Generierung von Foxp3+ Treg aus peripher isolierten CD4+CD25- T Zellen wirksam
ist (Fu et al. 2004). Die Expression von Foxp3, die beide Subtypen kennzeichnet, wird
epigenetisch reguliert. Vollstandige Demethylierung am CpG-Motiv im Foxp3-Promoter fiihrt

dabei zu einer verstirkten Transkription und letztendlich stirkeren suppressiven Kapazitét
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(Floess et al. 2007). Dabei weisen nur die im Thymus generierten nTreg vollstindige
Demethylierung auf und verfiigen damit iiber eine stabilere Foxp3-Expression, sowohl
hinsichtlich muriner (Kim und Leonard. 2007) als auch humaner Treg (Baron et al. 2007). Im
Gegensatz dazu ist der Demethylierungsstatus der TGF-B induzierten iTreg variabel, was zu
einer Instabilitit von iTreg fithrt (Lal et al. 2008, Floess 2007). Als weiterer
Identifikationsmarker wird Helios diskutiert, ein Transkriptionsfaktor der Ikaros-Familie, der
offenbar selektiv auf im Thymus induzierten Foxp3+ Treg Zellen exprimiert wird (Thornton et
al. 2010). Treg Zellen werden iiber ihren T Zell-Rezeptor aktiviert und vermitteln ihre
immunsuppressive Wirkung liber Zellkontakt oder Zytokine (Thornton und Shevach 1998). So
konnen sie die Funktion von APC modulieren oder iiber Granzym B und Perforin eine
Suppression pro-inflammatorischer Zellen bewirken (Tang et al. 2005, Gondek et al. 2005,
Grossman et al. 2004). Fiir die suppressive Kapazitit von Treg scheint das koinhibitorische
Molekiil CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) von Bedeutung zu sein. Es
wird konstitutiv auf der Zelloberflache aktivierter Treg exprimiert und konkurriert um die
Bindung an CD80 und CD86 mit CD28, das wiederum auf T Helferzellen exprimiert wird
(Takahashi et al. 2000, van der Merwe et al. 1997, Walunas et al. 1994). In Miusen, die eine
Treg-spezifische CTLA-4 Defizienz aufwiesen, konnten spontane schwere Verldufe von
autoimmunen Krankheiten beobachtet werden (Wing et al. 2008). Treg wirken aber auch iiber
anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF-8, entweder durch eigene Produktion oder
mittelbar durch Induktion in anderen Zellen (Assemann et al. 1999, Suri-Payer und Cantor
2001, Fahlen et al. 2005, Nakamura et al. 2004). Dabei kann TGF-B von Treg in
membrangebundener oder 16slicher Form produziert werden (Schmidt et al. 2012).

Fiir die Lebertoleranz sind Treg offenbar von grofer Bedeutung. Im ConA-Hepatitis-Modell in
der Maus konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Treg durch IL-10-Produktion Toleranz
induzieren (Erhardt et al. 2007). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass eine antigenspezifische
Generierung von Treg durch die ektopische Expression eines Autoantigens in der Leber
induzierbar ist. Auf diese Weise wurde Toleranz hinsichtlich dieses spezifischen Antigens

generiert (Liith et al. 2008).

2.5.2. Typ 1 regulatorische T Zellen
Einen weiteren Subtyp innerhalb der T regulatorischen Zellen stellen die Interleukin-10-

produzierenden Typ 1 regulatorischen Zellen (Trl Zellen) dar. Sie werden zunéchst iiber die
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spezifische Zytokinproduktion definiert und kdnnen so von Thl und Th2 Zellen abgegrenzt
werden: Infolge T Zell-Rezeptor vermittelter Antigen-spezifischer Aktivierung weisen sie hohe
Produktionsraten von IL-10, jedoch niedrige Produktionsraten von IL-2, IL-4 und IL-17 auf
(Bacchetta et al. 1990, Bacchetta et al. 1994, Groux et al. 1997). Darliber hinaus ist eine
Produktion von TGF-B und IFN-y bekannt (Bacchetta et al. 1990, Groux et al. 1997). Kiirzlich
wurde entdeckt, dass die Kombination der Oberflichenmarker CD49b und LAG-3
(Lymphozyten-aktivierendes Gen 3) ein stabiler Detektionsmarker fiir humane und murine Trl
Zellen ist (Gagliani et al. 2013). Auch wenn die suppressive Wirkung der Trl Zellen
hauptsdchlich ~ iiber IL-10  und  TGF-8  vermittelt wird, werden  weitere
Suppressionsmechanismen wie Zytolyse und Hochregulierung von inhibitorischen Rezeptoren
wie CTLA-4, PD-1 und ICOS diskutiert (Akdis 2008, Bacchetta et al. 2004, Groux et al. 1997,
Haringer et al. 2009, Magnani et al. 2011). Die Eliminierung myeloider Antigen-
prasentierender Zellen erfolgt dabei offenbar mittels Granzym B (Magnani et al. 2011). Trl
Zellen werden iiber den T Zell-Rezeptor aktiviert und entstehen aus naiven T Zellen (Groux et
al. 1997, Vieira et al. 2004). Dariiber hinaus wird jedoch diskutiert, ob fiir eine effektive
Induktion von Trl Zellen weitere Faktoren, wie IL-10 und IFN-a essenziell sind (Groux et al.
1997, Levings et al. 2001, Vieira et al. 2004). Der Transkriptionsfaktor Foxp3 ist, anders als bei
Treg, kein obligates Charakteristikum von Trl Zellen. Jedoch kann er unter Aktivierung
hochreguliert werden (Vieira et al. 2004, Levings et al. 2005). Viera et al. konnten zeigen, dass
die Suppressionskapazitit mit der Effektivitit von ex vivo generierten CD4+CD25+ Treg
vergleichbar ist (Vieira et al. 2004). Die regulative Kapazitit von Trl Zellen in autoimmunen
Entziindungen wurde zundchst in Zusammenhang mit Colitis gezeigt. Im Modell der SCID
Maus (severe combined immunodeficiency), bei der mittels CD4+CD45RB" " T Zellen eine
Colitis induziert werden kann, wurde beobachtet, dass die Antigen-spezifische in vivo
Aktivierung von transferierten Trl Zellen zu Immunsuppression fiihrte (Groux et al. 1997).
Auch in der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), dem Mausmodell der
Multiplen Sklerose, sind Trl Zellen offenbar wichtige Regulatoren der Immunantwort. Eine
aktive Induktion von Trl Zellen in vivo mittels 16slichem Myelin Basischen Protein (MBP)
konnte bei Ratten, die mit MBP immunisiert waren, eine Besserung der EAE erwirken
(Wildbaum et al. 2002). Barrat et al. konnten zeigen, dass IL-10-produzierende Trl Zellen, die
in vitro durch immunsuppressive Stimuli, wie Vitamin D3 und Dexamethason, aus naiven

CD4+ T Zellen generiert wurden, vor einer EAE schiitzen konnten (Barrat et al. 2002).
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2.6. Anti-inflammatorische Zytokine in der Leber: TGF-f§ und IL-10

Eine wichtige Rolle in der Regulierung von Toleranz und Immunhomdostase nehmen
regulatorische und pro-inflammatorische Zytokine ein, die die Differenzierung und
Effektorwirkung der Lymphozyten beeinflussen (Sanjabi et al. 2009). Die regulatorischen
Zytokine TGF-8 und IL-10 scheinen dabei im Kontext der hepatischen Toleranz und
Autoimmunitit von besonderer Bedeutung zu sein. Sie werden in der Leber nicht nur von Treg
und Trl Zellen, sondern auch durch die leber-residenten nicht-parenchymatdsen Zellen, wie
Kupffer Zellen und LSEC produziert (Crispe 2011, DelPrete 1993, Thomson und Knolle 2014,
Groux et al. 1997, Li und Flavell 2008, Nakamura et al. 2004, Wan et al. 1997).

Das Zytokin Transforming growth factor B (TGF-B) wirkt mittelbar {iber Signalkaskaden und
miindet in der Regulierung von Transkription (Shi et al. 2003). Es liegt zundchst in einer Pro-
Form vor und kann intrazelluldr durch Furin zu latentem TGF- prozessiert werden (Annes et
al. 2003). Die latente Form besteht aus LAP (latency-associated peptide), dem N-terminalen
Ende des pro-TGF-8, und dem reifen TGF-B, welches mit LAP verbunden ist. Die latente Form
bindet an das transmembran exprimierte GARP (Receptor glycoprotein-A repetitions
predominant), das offenbar spezifisch auf aktivierten Treg exprimiert wird (Tran et al. 2009,
Stockis et al. 2009). Es wird vermutet, dass das latente TGF-B durch proteolytische Spaltung
aktiviert und so die Freisetzung der aktiven Form induziert wird (Wipff und Hinz 2008).
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass der LAP/TGF-3-Komplex die Suppression von
aktivierten T Zellen induzieren kann und an der de novo-Synthese von CD4Foxp3+ Treg
beteiligt ist (Andersson et al. 2008). Auch fiir die periphere Toleranzinduktion ist TGF-B von
zentraler Bedeutung. So konnen naive T Zellen unter dem Einfluss von TGF-8 den
Transkriptionsfaktor Foxp3 exprimieren und zu regulatorischen T Zellen differenzieren (Wan
und Flavell 2005). Ferner wird diskutiert, inwiefern TGF-8 die Entstehung von regulatorischen
T Zellen im Thymus positiv beeinflussen kann. Bislang bleibt allerdings unklar, auf welchen
Zeitraum der Thymusentwicklung dies zutrifft (Li und Flavell 2008). Bei fehlendem oder
defizitirem TGF-8-Signalweg, beispielsweise in Miusen mit dominant-negativem TGF-B-
Rezeptor, kommt es zu vermehrter T Zell-Aktivierung und Differenzierung von T
Effektorzellen und somit zur Fehlregulierung der Immunhomdoostase (Gorelik und Flavell 2000,
Li et al. 2006). Dariiber hinaus scheint TGF- einen inhibitorischen Effekt auf die Aktivierung
des T Zell-Rezeptors zu haben (Chen et al. 2003). Im Zusammenwirken mit IL-6 kann TGF-
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jedoch die Generierung von Th17 Zellen induzieren und auf diese Weise pro-inflammatorisch
wirken (Veldhoen et al. 2006). Im Colitis-Modell konnten in T Zell-spezifisch TGF-8-
defizienten Méusen gesteigerte Thl und Th2 Zell-Antworten und eine Induktion von Colitis
beobachtet werden. Diese Méuse waren aber tolerant in Bezug auf EAE-Induktion, was auf eine
verminderte Th17 Induktion hindeutet (Li et al. 2007). In Méausen, die TGF-B selektiv in der
Leber exprimierten, war die hepatische Expression nicht ausreichend, um TGF-8 knock-out
Maiuse vor Autoimmunitét zu schiitzen. Daher scheint die autokrine Aktivierung eine weitere
wichtige Rolle zu spielen (Longenecker et al. 2002). Liith et al. konnten im EAE-Mausmodell
zeigen, dass die Antigen-spezifische Konversion von konventionellen T Zellen zu Treg TGF-8-
abhingig ist (Liith et al. 2008).

Das Zytokin IL-10 wirkt auf verschiedenste Zelltypen, die den IL-10-Rezeptor exprimieren,
iber Jakl und Tyk2 Kinasen und den Stat3 Transkriptionsfaktor und verfiigt iiber stark
immunsuppressive Kapazitit (Moore et al. 2001, O'Shea und Murray 2008). So supprimiert es
beispielsweise die Antigen-Prisentation durch DC und Makrophagen, indem es die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine, sowie die Expression von MHC Klasse II und der
kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 negativ beeinflusst (Moore et al. 2001). Dieser
Effekt wurde auch beziiglich LSEC beschrieben (Carambia et al. 2013). Dariiber hinaus regelt
es dort die Aktivitit des Mannose-Rezeptors herunter, der fiir die Antigen-Aufnahme zustindig
ist (Knolle et al. 1998). Thl Zellen, die eigentlich pro-inflammatorisch wirken, kénnen IL-10
produzieren, vermutlich um {iiberschieBende Immunreaktion durch andere Thl Zellen im
inflammatorischen Kontext zu inhibieren (Jankovic et al. 2007). Das anti-inflammatorische
Potenzial von IL-10 wurde auch in IL-10 knock-out Maiusen in Bezug auf die
Immunhomoostase im Darm deutlich. Die IL-10 knock-out Maiuse zeigten spontane
inflammatorische Vorginge im Darm und vermehrte Differenzierung von IFN-y-
produzierenden T Zellen (Kuhn et al. 1993). Im Colitis-Modell wurde durch das Blocken von
IL-10 der protektive Effekt von Treg in der T Zell-Transfer-induzierten Colitis aufgehoben
(Asseman et al. 1999). Auch beziiglich Hepatitis konnte die wichtige regulatorische Funktion
von IL-10 gezeigt werden: Im ConA-Hepatitis-Modell hatte die exogene Gabe von IL-10 einen
protektiven Effekt, wohingegen IL-10 knock-out Miuse schwerere Pathologien aufwiesen (Di
Marco et al. 1999). Dariiber hinaus konnte IL-10 im ConA-Hepatitis-Modell Toleranz
induzieren. Dies wurde evident, da in IL-10 knock-out Miusen keine Toleranz beobachtet

wurde und die Toleranz nach Behandlung mit Antikorpern gegen den IL-10-Rezeptor reversibel

18



war (Erhardt et al. 2007)

Durch verschiedene Transferversuche wurde deutlich, dass die periphere Induktion IL-10-
produzierender Foxp3+ Treg von TGF-B abhdngig ist (Maynard et al. 2007). Dartiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass IL-27 die IL-10 Produktion von T Zellen reguliert und TGF-
diese Produktion weiter stimuliert (Awashti et al. 2007). Die immunsuppressiven Mechanismen
von TGF-B und IL-10 scheinen somit Schnittstellen aufzuweisen, sodass fiir die Immuntoleranz

auch das Zusammenspiel von IL-10 und TGF-3 von Bedeutung ist.

2.7. Hepatische Toleranzinduktion im EAE-Mausmodell

Mithilfe des EAE-Mausmodells wurde bereits evident, dass die ektopische Expression des
Myelin Basischen Proteins in der Leber zu Toleranz beziiglich des Antigens fiihrt und die
Maiuse vor einem Ausbruch der EAE geschiitzt sind (Liith et al. 2008). Aus diesem Grund
scheint das EAE-Mausmodell geeignet, um die hepatischen Toleranzmechanismen auf T
Zellebene weiter zu analysieren, indem die Immunantworten auf das MBP in ZNS und Leber
untersucht werden. Fiir die vorliegende Arbeit wurden transgene Méuse der Linie CRP-MBP
verwendet, die MBP ektopisch in der Leber exprimieren. MBP wird in diesen Méusen
konstitutiv transgen unter Kontrolle des humanen C-reaktiven Protein (CRP) Promoters
exprimiert, der spezifisch fiir Hepatozyten ist (Weinhold und Ruther 1997). Um zu
gewdhrleisten, dass die Mause fiir eine EAE-Induktion suszeptibel sind, wurden sie mit B10.PL
Miusen gekreuzt (CRP-MBP x B10.PL). B10.PL Méuse weisen einen H-2" MHC Haplotyp auf
und exprimieren im ZNS das immundominante Epitop des Myelin Basischen Proteins, das
aminoterminal acetylierte Peptid Acl-9. Sie sind somit suszeptibel fiir eine Thl-vermittelte
EAE-Induktion (Fairchild 1993). Um die Affinitit des Acl-9 Peptid zum MHC Klasse II
Molekiil zu erh6hen, wurde Lysin an Position 4 durch Tyrosin ersetzt. Auf diese Weise konnte
eine effizientere Lymphozytenaktivierung erreicht werden (Liith et al. 2008). Um zu
gewdhrleisten, dass die Miuse prinzipiell zu einer Immunantwort gegeniiber MBP féhig sind,
wurden die Miduse der Linie CRP-MBP mit der Linie tg4 verpaart, die wiederum einem
B10.PL-Hintergrund entstammen (CRP-MBP x tg4). Méduse der Linie tg4 exprimieren obligat
einen transgenen T Zell Rezeptor (TCR) fiir MBP Acl-9 und sind daher fiir eine EAE-
Induktion suszeptibel (Liu et al. 1995).
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3. Material und Methoden

3.1 Gerite
Geritebezeichnung
Analytische Waage ,,Scout Pro*
Autoklav ,,VX-120*
CO; Inkubator
Digitalkamera Moticam 2500
Durchflusszytometer ,,LSR II*
Durchflusszytometer L FACSAria™ Illu
ELISA-Auslesegerit ,,Opsys MRX TC I1*
Lichtmikroskop ,,Axiovert 40 CFL”
Magnetriihrer ,,MR 3001 K*
Magnetstinder ,, MACS® MultiStand*
Mikrotom (HM 335 E)

Neubauer Zihlkammer

Perfusionspumpe

Photometer MRX TC 11

Pipetten
Pipettierhilfe, Pipetus

Priparationsbesteck
Schiittelwasserbad ,,GFL 1083

Sicherheitswerkbank ,,Lamin Air
Trennmagnet ,,QuadroMACS™*

Tisch-pH/Ionen Messgerit ,,Seven
Compact™§S220

Tischzentrifuge ,,Biofuge pico*

Hersteller

Ohaus, Ninikon, Schweiz

Systec GmbH, Wettenberg

SANYO Biomedica, Miinchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Dynex Technologies, Denkendorf
Carl Zeiss Microimaging, Jena
Heidolph Instruments, Schwabach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Microm, Walldorf

Optik Labor Frischknecht, Balgach
DYNEX Technologies GmbH,
Denkendorf

DYNEX Technologies GmbH,
Denkendorf

Eppendorf AG, Hamburg
Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
GFL - Gesellschaft fiir Labortechnik,
Burgwedel

Thermo Fischer Scientific, Schwerte

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Carl Roth, Karlsruhe

Heraeus Instruments, Osterode
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Vortex ,,Reax 2000 Heidolph Instruments, Schwabach
Zentrifuge ,,.5417R* Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge ,, Megafuge 2.0” Heraeus Instruments, Osterode

3.2. Materialien
Produktbezeichnung Hersteller
4YMBP  (Acetyl- ASQYRPSQR-COOH),

) ) ) . Panatecs, Heilbronn
Myelin Basisches Protein-Peptid

70% Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

Adjuvant Complete Freund (CFA) Difco Laboratories, Detroit; USA
Anti-APC MicroBeads Milteny Biotec, Bergisch Gladbach
Anti-FITC MicroBeads Milteny Biotec, Bergisch Gladbach
Anti m CD25 (Klon: PC-61.5.3) BioXCell, West Lebanon; USA
Aqua ad iniectabila Baxter, UnterschleiBheim

BD Golgi Plug BD Pharmigen, Heidelberg

Biotin Rat anti-Mouse CD4 BD Pharmigen, Heidelberg

Bovines Serumalbumin (BSA) ,Fraction

Ve

Calciumchlorid (CaCl,) x 2H,0 Merck, Darmstadt
CellTrace™ CFSE

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

i L Invitrogen, Darmstadt
(Carboxyfluorescein succinimidyl ester)

CellTrace™ Violet stain Invitrogen, Darmstadt

CDl11c MicroBeads Milteny Biotec, Bergisch Gladbach
Click’s Medium (EHAA) Irvine Scientific, Santa Ana; USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth, Karlsruhe
Eindeckmedium Entellan Merck, Darmstadt

Eosin Roth, Karlsruhe
Kompensationspartikel ,,CompBeads* BD Pharmingen, Heidelberg

EDTA Carl Roth, Karlsruhe



Fc-Block, Anti-Mouse CD16/CD32
Fetales Kélberserum

Hématoxylin

IMDM

Ionomycin

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogencabonat (KHCO3)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4)
Kaniilen, BD Microlance

Ketamin

LS-Columns

M. Tuberculosis H37 RA

MACS® Pre-Seperation Filters
Maxisorp Microtiterplatten

Metallsieb 100um

Nylonsieb Cell Strainer 100pum, 40pum
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Optiprep

Pacific Orange Succinimidyl Ester (PacO-
NHS)

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin

Pertussis Toxin from Bordetella Pertussis

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

Pipettenspitzen

Purified NA/LE Hamster Anti-Mouse
CD28

Purified NA/LE Hamster Anti-Mouse

eBioscience, Frankfurt

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

BD Bioscience, Heidelberg
aniMedica GmbH, Senden

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach
Difco Laboratories, Detroit; USA
Milteny Biotec, Bergisch Gladbach
Nunc, Schwerte

VWR International GmbH, Darmstadt
BD Biosciences, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Miinchen

Sarstedt, Niirnbrecht
Biolegend, San Diego; USA

Biolegend, San Diego; USA
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CD3e

ReaktionsgefaBe 1,5 ml, 2ml
ReaktionsgefdBle 15 ml, 50 ml
Rompun 2%

Rohren, Flow Cytometry

Saponin

Schwefelsdure (H,SO4) 2N Losung
Serologische Pipetten

Spritzen, BD Plastipak
Stabpipetten

Sterilfilter ,,Filtropur V50
Superfrost-Objekttrager

TMB Plus ready-to-use Substrate
Trypanblau (0,4%)

Tween® 20

Verschlussfilm ,,Rotilabo®*
Wasserstoffperoxid 30% (H,O»)
Xylol

Zellkulturplatten Flachboden, Rundboden;

96-well Format

3.3. Kits
Kits
Foxp3 Staining Buffer Set
mouse [FN-y DuoSet ELISA Development
Kit
mouse IL-17 DuoSet ELISA Development
Kit
mouse [L-10 DuoSet ELISA Development

Sarstedt, Niirnbrecht

Greiner bio-one, Frickenhausen
Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Sarstedt, Niirnbrecht
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Greiner bio-one, Grickenhausen
BD Biosciences, Heidelberg
Greiner bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Niirnbrecht

Menzel GmbH, Braunschweig
Kementec Diagnostics, Koln
Invitrogen, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Millipore, Darmstadt

O. Kindler GmbH, Freiburg

Sarstedt, Niirnbrecht

Hersteller

eBioscience, Frankfurt

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden
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Kit

mouse GM-CSF DuoSet ELISA

Development Kit

FACS-Antikorper

CD3 FITC

CD3¢ PE

CD4 Alexa Fluor 700
CD4 Brilliant Violet 421
CD4 PE/Dazzle 594
CD8 APC

CD25 PE

CD25 FITC

CD44 FITC

CD44 PE

CD45.1 FITC

CD45.1 APC

CD45.1 Alexa Fluor 700
CD45.1 Pacific Blue
CD45.2 APC

CD45.2 PE

CD45.2 Brilliant Violet 421
CD4%b PE

CD62L Alexa Fluor 700
CD69 Brilliant Violet 421
CD210 (IL-10 R) PE
CD223 (LAG-3) APC
Foxp3 APC

3.4. Antikorper (AK) fiir die Durchflusszytometrie

Klon
17A2
145-2C11
RM4-5
GK1.5
RM4-5
53-6.7
PCo61
7D4
M7
M7
A20
A20
A20
A20

104

104

104
HMa2
MEL-14
HI1.2F3
I1B1.3a
CI9BTW
FJK-16s

R&D Systems, Wiesbaden

Hersteller
BioLegend
BioLegend
BD Biosciences
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BD Bioscience
BD Bioscience
BD Bioscience
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BioLegend
BD Bioscience
BioLegend
BioLegend
BioLegend

eBiosciences
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Foxp3 FITC FIK-16s eBiosciences

IFN-y Alexa Fluor 700 XMG1.2 BD Bioscience
IL-10 Brilliant Violet 421 JES5-16E3 BioLegend
IL-17 PE - BD Bioscience
PD-1 (CD279) Brilliant
29F.1A12 BioLegend
Violet 421
V8.1, 8.2 TCR FITC MRS-2 BD Bioscience
V8.1, 8.2 TCR PE MRS-2 BD Bioscience
3.5. Puffer

KCL 2,7mM

KH,PO4 1,5 mM
1x PBS, pH 7,4

NaCL 137 mM

Na,HPO4 6,5 mM
NH4CI 150mM
1x ACK KHCO;3; 10mM
EDTA 100mM
Ix PBS
MACS-Puffer 0,5% BSA
2.5 mM EDTA
Ix PBS
Saponin-Puffer 1% BSA
0,5% Saponin
9,07g KH,PO4 66mM
11,86g Na,HPO4 66mM
4%-ige Formalinlosung (gepuffert) + 860ml IL,O
+ 140ml Formalin (37%)
=pH 7,4
Perm/Wash™ 10x 1 Anteil Perm/Wash™ 10x



9 Anteile H,O

3.6. Versuchstiere

Die Versuchsmiuse wurden unter keimarmen Bedingungen in der Tierhaltung des
Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf geziichtet und gehalten. Die Durchfiihrung aller
Tierexperimente unterlag der Genehmigung der Behdrde fiir Soziales, Familie, Gesundheit und

Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt Hamburg.

Linie Hintergrund Besonderheiten
B10.PL-H2uH2-

tgd T18a/(73NS)SnJ (im
Folgenden: B10.PL)

MBP-spezifischer T Zell-
Rezeptor

(CRP-MBP x tg4) F1 —

C57BL/6 x B10.PL
CD45.1/2
(Foxp3gfp.Kl x tg4) F1 C57BL/6 x B10.PL
(CRP-MBP x cd4-DN-
C57BL/6 x B10.PL
IL10R x tg4) F1
TGF-B-insensitive T Zellen
CRP-MBP x (verfiigen iiber einen
C57BL/6 x B10.PL
tg4 hCD2-ATBR 1T dominant-negativen TGF-
B-Rezeptor I1)
Uberexpression von IFN-y
(CRP-MBP SAP-IFN-y x
C57BL/6 x B10.PL (unter Kontrolle des SAP-
tg4) F1
Promoters)
(CRP-MBP x B10.PL) F1 —
C57BL/6 x B10.PL
CD45.1/2
(B6.SJL/BoyJ x B10.PL) F1
C57BL/6 x B10.PL
—CD45.1/2
(C57BL/6 x tg4) F1 C57BL/6 x B10.PL

B6.SJL/BoylJ x foxp3gfp C57BL/6
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3.7. Software

Produktbezeichnung Hersteller
FACS Diva6 BD Pharmingen, Heidelberg
GraphPad Prism® GraphPad Software, Inc., San Diego, USA

3.8. Zellaufreinigung

3.8.1. Isolation von CD4+ T Lymphozyten aus der Milz

Die Méuse wurden vor Organentnahme narkotisiert (Ketamin: Rompun: PBS = 1: 0,8: 1; 200ul/
Maus, intraperitoneal) und durch cervikale Dislokation getitet. Alle weiteren Schritte wurden
unter sterilen Bedingungen mit steril filtrierten Medien durchgefiihrt. Zudem wurde generell
auf Eis gearbeitet. Nach Entnahme wurden die Milzen durch ein Sieb (@ 100um) gerieben und
die Zellen in einem 50ml Reaktionsgefdl aufgefangen. Das Gefdll wurde mit PBS aufgefiillt
und unter Standardbedigungen zentrifugiert (430G, 5min, Raumtemperatur). Der Uberstand
wurde abpipettiert. Fiir die darauffolgende Erythrozytenlyse wurde das verbleibende Zellpellet
in 1ml ACK-Puffer resuspendiert und unter Schwenken Imin inkubiert. Zum Abstoppen der
Lyse wurde das Gefdl mit PBS aufgefiillt und die Zellsuspension anschlieBend durch eine
weiteres Sieb (@ 40pum) gegeben. Nach erneutem Zentrifugieren wurde das Zellpellet in 1ml
PBS resuspendiert und die Zellzahl in der Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Die Isolation der
CD4+ T Lymphozyten gelang iiber das ,,Magnetic Activated Cell Sorting” (MACS). Die Zellen
wurden nach weiterer Zentrifugation in MACS-Puffer (1ml/10® Zellen) aufgenommen und mit
anti-CD4 magnetischen Micro Beads (100ul/ 10® Zellen) fiir 10min bei 4°C inkubiert. Nach
dem anschlieBenden Waschen der Zellen erfolgte eine Resuspendierung in MACS-Puffer (1ml/
10® Zellen). Pro Probe wurden zwei LS-Sdulen in den Magnetstinder eingespannt und mit
jeweils 3ml kaltem MACS-Puffer dquilibriert. Die Proben wurden auf die erste Sdule
aufgetragen und nach dem Durchfluss wurden die Sédulen dreimalig mit 3ml MACS-Puffer
gespiilt. Der Durchfluss wurde verworfen. AnschlieBend folgte das Eluieren der magnetisch an
die Sdule gebundenen CD4+ T Lymphozyten. Zu dem Zweck wurde die erste Séule aus dem
Magnetfeld entfernt, Sml MACS-Puffer hinzugegeben und mittels Stempel der Inhalt der ersten
Séule auf die sich im Magnetfeld befindliche zweite Sdule gedriickt. Auch hier erfolgte eine

dreimalige Spiilung mit je 3ml MACS-Puffer und die Elution, etwa in ein steriles 15ml
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Reagiergefd3. Die Reinheit der isolierten CD4+ T Zellen betrug 95%.

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

Die Gewinnung der Einzellzellsuspensionen samt Erythrozytenlyse erfolgte wie oben
beschrieben. Nach dem Waschen der Zellen wurden diese in MACS-Puffer resuspendiert
(1ml/10* Zellen) und mit PE-markierten anti-CD25 AK (10pl/ml/ 10® Zellen) fiir 10min bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend folgte das Waschen, Resuspendieren in MACS-Puffer und eine weitere
Inkubation mit anti-PE magnetischen MicroBeads (10ul/ml/10* Zellen). Nach erneutem
Waschen wurden die Zellsuspensionen auf dquilibrierte LS-Sdulen aufgetragen. In der Siule
wurden CD25+ Zellen magnetisch zuriickgehalten, sodass der Durchfluss aufgefangen wurde.
Sollten CD25+ gewonnen werden, wurden diese aus der Sdule eluiert. Im anderen Fall wurden
die im Durchfluss befindlichen CD25- Zellen aufgefangen. Anschliefend wurde nach Protokoll
(siche oben) weiter hinsichtlich der CD4-Positivitét sortiert.

3.8.3. Isolation von CD3- Antigen-prisentierenden Zellen (APC)

Fir die Gewinnung der APC wurden Milzen wie oben dargestellt zu Einzelzellsuspensionen
verarbeitet und die Erythrozyten lysiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 1ml MACS-Puffer
resuspendiert (10° Zellen/ml) und mit FITC-markierten anti-CD3AK (20ul/ml) bei 4°C fiir
10min inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Zellen in 2ml MACS-Puffer aufgenommen
und anti-FITC MicroBeads (100ul/ml) hinzugefiigt. Nach 10-miniitiger Inkubation bei 4°C und
erneutem Waschen wurden die Zellen auf eine vorher dquilibrierte LS-Sdule aufgebracht und
wie oben beschrieben mit MACS-Puffer gespiilt. Der Durchfluss, die CD3- APC, wurde

aufgefangen.

3.8.4. Isolation von CD11c+ dendritischen Zellen (DC) aus der Milz

Die Milzen wurden wie oben dargestellt zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet und die
Erythrozyten lysiert. AnschlieBend wurden die Zellen in MACS-Puffer resuspendiert (10°
Zellen/ml) und mit CD11c-Magnetbeads (25ul/ml) bei 4°C fiir 15min inkubiert. Nach dem
Waschen wurden die Zellen auf eine vorher dquilibrierte LS-Séule aufgebracht und wie oben

beschrieben mit MACS-Puffer gespiilt. Im Anschluss wurden die CD11c+ Zellen aus der Sdule
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eluiert. Die Reinheit der Zellen betrug tiber 90%.

3.8.5. Isolation nicht-parenchymatoser Zellen (NPC) aus der Leber

Die Versuchstiere wurden vor Organentnahme narkotisiert (Ketamin: Rompun: PBS = 1: 0,8: 1;
200ul/ Maus, intraperitoneal) und mittels cervikaler Dislokation getdtet. Nach Erdffnung des
Peritoneums wurden die Lebern ca. 20sec iiber die Vena portae mit PBS perfundiert (6ml/min),
anschlieBend freiprapariert und die Gallenblase entfernt. Alle weiteren Schritte wurden mit
steril filtrierten Medien unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Lebern wurden durch ein
Sieb (@ 100uM) gerieben und die Zellen in einem 50ml-Reagiergefdll aufgefangen. Die mit
PBS aufgefiillte Zellsuspension wurde zentrifugiert (40G, 4min, Raumtemperatur), um die im
Uberstand befindlichen NPC zu pelletieren. Der Uberstand wurde in ein neues 50ml-
Reagiergefdf3 liberfiihrt und ein weiteres Mal zentrifugiert (40G, 4min, Raumtemperatur). Der
daraufhin abgenommene Uberstand wurde nach Uberfiihren in ein neues Reagiergefil mit einer
erhohten Drehzahl zentrifugiert (430G, 7min, RT), um ein Pellet der NPC zu gewinnen. Das
Zellpellet wurde in 4,5ml PBS aufgenommen und die Suspension 15ml-Reagiergefal} iiberfiihrt,
in das bereits 2,5ml raumtemperiertes Optiprep vorgelegt wurde. Nach vorsichtigem Mischen
wurde die Zellsuspension mit 1ml PBS {iiberschichtet und 20min bei 400G (RT) ohne Bremse
zentrifugiert.

Die Interphase mitsamt der nicht-parenchymatdsen Zellen wurden entnommen und in ein neues
15ml-Reagiergefd3 liberfiihrt. Nach der Erythrozyten-Lyse mittels ACK-Puffer (siche oben)
folgte die Zentrifugation (400G, 5min, RT), Aufnahme des Zellpellets in 1ml PBS und

anschlieBende Lagerung bei 4°C bis zur weiteren Verarbeitung.

3.9. Zellkultur

3.9.1. Zellzahlbestimmungen

Zellzahlen wurden mit Hilfe der Neubauer Zihlkammer erhoben. Die Verdiinnung der
Zellsuspension erfolgte entsprechend der zu erwartenden Zellzahl in einer Trypanblaulésung
(1:10 Trypanblau/PBS). Danach wurden die Zahlproben in die Neubauer-Zahlkammer pipettiert
und mit Hilfe eines Lichtmikroskops je zwei diagonal gegeniiberliegende Grofquadrate
ausgezdhlt. Bei sehr niedrigen Zellzahlen erfolgte die Auszéhlung aller vier Grofquadrate.

Durch die Blaufirbung toter Zellen wurde auflerdem die Bestimmung der Zellvitalitét

30



ermoglicht. Anschlieend wurde die Gesamtzellzahl nach folgender Formel ausgerechnet:
Gesamtzellzahl = gezihlte Zellzahl / 2 x Verdiinnungsfaktor x Volumen Zellsuspension x 10*

Kammerfaktor

3.9.2. Zellkulturmedien

Fiir die Kultur frisch isolierter CD4+ T Zellen aus Milz und Leber, gegebenenfalls als Kokultur
mit Antigen-prisentierenden Zellen (APC), wurde mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin
und 1% L-Glutamin angereichertes IMDM-Medium verwendet. Im Rahmen der
Proliferationstests bzw. Suppressionsassays wurde mit Click’s-Medium gearbeitet, das mit 10%
FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 2% I-Glutamin (20ml/l) und B-Mercaptoethanol (0.04mM)

angereichert wurde.

3.9.3. Restimulation der Zellen zur Detektion von Zytokinen im Zellkulturiiberstand

Fiir die Restimulation der CD4+ T Zellen wurden diese nach Zentrifugation in Kulturmedium
IMDM (10% FCS, 1%P/S, 1%L-Glutamin) aufgenommen (2x10°Zellen/ml) und in eine
96well-Zellkulturplatte mit einem Fiillungsvolumen von 250ul/well iiberfiihrt. Um die Zellen
unspezifisch zu stimulieren wurden entweder anti-CD3 AK und anti-28 AK (je 2pg/ml) 16slich
hinzugegeben, bzw. nur anti-CD3 AK und 5x10* DC (CD11c+). Fiir eine Antigen-spezifische
Stimulation wurden 5x10* DC (CD11c+) und ein modifiziertes, N-terminal acetyliertes Peptid
des Myelischen Basischen Proteins (4YMBP) hinzugefiigt (50-100ng/ml). Nach 24h bzw. 72h

wurden die Zellkulturiiberstinde abgenommen und fiir weitere Analysen bei -20°C eingefroren.

3.9.4. Restimulation fiir die intrazellulire Zytokinfirbung

Fiir die Restimulation wurden die CD4+ T Zellen in IMDM (10% FCS, 1%P/S, 1%L-Glutamin)
aufgenommen (4x10° Zellen/ml Medium) und durch die Zugabe von Phorbol 12-mystrate 13-
acetate (100ng/ml PMA und 1-2pg/ml Ionomycin) sowie Golgi Plug (1ul/ml) aktiviert und fiir
5-6h im Brutschrank inkubiert. Eine Antigen-spezifische Restimulation erfolgte durch Zugabe
von MBP (100ng/ml) und Golgi Plug (1pl/ml) mit anschlieBender Inkubation.
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3.10. Zellcharakterisierung

3.10.1. Vitalitiitstest

Um tote Zellen zu detektieren, wurde mit Pacific Orange Succinidyl Ester (PacO-NHS) gefarbt.
Dieser Farbstoff dringt in tote Zellen ein und bindet an freie Amine im Inneren der Zelle.
Intakte Zellen bleiben ungefarbt, sodass eine Abgrenzung von toten moglich ist. Um die toten
Zellen zu farben, wurde PacO-NHS im Verhiltnis 1:1000 in PBS verdiinnt und die Zellen in
200ul dieser Verdiinnung resuspendiert. Anschlieend erfolgte die Inkubation bei 4°C fiir
25min in Dunkelheit. Die Zellen wurden daraufhin gewaschen und in 4% PFA fixiert (4°C,

15min) oder in PBS fiir weitere Farbungen aufgenommen.

3.10.2. Farbung von Oberflichenmarkern

Um die spezifischen Oberflichenantigene zu farben, wurden die Zellen in PBS/2%BSA
aufgenommen (10°-5x10° Zellen/100pl) und in 5ml Rohrchen iiberfiihrt. Entsprechend der AK-
Konzentrationen wurden die Zellen mit 1ul AK/Probe gefarbt und fiir 15min bei 4°C in
Dunkelheit inkubiert. Nach Auffiillen der Rohrchen mit 1Iml PBS/2%BSA  folgte die
Zentrifugation (472G, 5min). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit PFA fixiert
(4%, 15min, 4°C). Im Anschluss wurden die Zellen gewaschen und entweder in 300ul PBS
resuspendiert und bei 4°C in Dunkelheit gelagert oder eine intrazellulire Zytokinfdrbung
durchgefiihrt. Falls auf zusdtzliche Foxp3-Expression gefiarbt werden sollte, wurde die Fixation

der Zellen nach der Oberfldchenfarbung ausgelassen.

3.10.3. Farbung von intrazelluliren Zytokinen

Nach oben beschriebener Fixierung mit PFA wurden die Zellen zweimalig mit 1ml
Saponinpuffer (PBS/2%BSA/0.5%/Saponin) gewaschen, um eine Permeabilisierung der
Membran zu erreichen. Nach Verwerfen des Uberstands wurden die Zellen in 50ul
Saponinpuffer resuspendiert und mit 1-2ul anti-IFN-y AK oder anti-IL17 AK inkubiert (iiber
Nacht bei 4°C). Im Anschluss folgte ein erneutes Waschen mit Iml Saponinpuffer, eine

Resuspendierung mit 400ul PBS und die Lagerung bei 4°C in Dunkelheit.
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3.10.4. Farbung von CD4+CD25+Foxp3+ regulatorischen T Zellen

Nach der Oberflichenfiarbung von CD4 und CD25 folgte das Waschen der Zellen mit PBS und
die Foxp3-Farbung mit Hilfe des Foxp3 Stainung Buffer Sets (eBioscience) nach
Herstellerangaben. Nach der Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen mit dem
Permeabilisierungspuffer gewaschen, in 20ul Permeabilisierungspuffer resuspendiert und bei
4°C fiir 15min mit Fe-Block (0.2ul/ Probe) inkubiert. Im Anschluss wurde der Foxp3-AK ohne
jeden weiteren Waschschritt hinzugefiigt (1ul/ Probe) und iiber Nacht inkubiert. Am néichsten
Tag wurden die Proben erneut mit Permeabilisierungspuffer gewaschen, in 400ul PBS

resuspendiert und bis zur Analyse im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

3.10.5. Farbung von CD49b+LAG-3+ Typ 1 regulatorischen T Zellen

Fiir die Farbung von CD49b+LAG-3+ Typ 1 regulatorischen T Zellen wurden die Zellen wie
oben beschrieben in PBS aufgenommen und die AK CD49b und LAG-3 hinzugefiigt (1pl AK
pro Probe). Die Proben wurden dann fiir 15min bei 37°C und anschlieend fiir weitere 15min
bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Nach dem Waschen wurde weiter auf Foxp3-

Expression geférbt (siehe oben).

3.10.6. Proliferationstest

Fiir den Proliferationstest wurden isolierte T Zellen wie unten beschrieben mit CellTrace™
CSFE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) oder CellTrace™ Violet Stain angefirbt. Da die
Fluoreszenzintensitéit des Farbstoffs bei jeder Zellteilung um die Hélfte abnimmt, kann mithilfe
der Durchflusszytometrie ermittelt werden, wie oft eine Teilung der Zellen stattgefunden hat.
Verlaufen die Teilungen synchron, lassen sich mehrere definierte Peaks darstellen. Um die
Proliferation der T Zellen zu testen, wurden die gefdrbten Zellen an Tag 3 geerntet,
gegebenenfalls mit Oberflaichenmarkern angeférbt (siehe oben) und durch Zugabe von 4% PFA
bei 4°C fiir 15min fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, in 300ul PBS

aufgenommen und bei 4°C dunkel gelagert.

3.10.6.1. CellTrace™ CFSE-Firbung
Die isolierten Zellen wurden in Iml PBS resuspendiert (bis 5x10” Zellen), der CFSE-Stock
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nach Herstellerangaben vorverdiinnt und davon 4ul zu den Zellen gegeben. Die Suspension
wurde gevortext und bei 37°C fiir 6min im Schiittler inkubiert. Um die Férbereaktion
abzustoppen wurde 1ml FCS hinzugegeben. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal
gewaschen und in Kulturmedium aufgenommen. Zusétzlich wurde bei den Féarbungen eine
Probe entnommen, um die gleichméBige Féarbung der Zellen und die Fluoreszenzintensitét

ungeteilter Zellen zu messen.

3.10.6.2. CellTrace"" Violet Stain-Fiirbung

Die isolierten Zellen wurden in 1ml PBS resuspendiert (bis 5x10’ Zellen). Der nach
Herstellerangeben vorverdiinnte Farbstoff wurde im Verhéltnis 1:4 mit PBS ein weiteres Mal
verdiinnt und die Zellen anschlieBend mit CellTrace gefirbt (1ul/ 1-5x10” Zellen) und bei 37°C
fiir 10min inkubiert. Danach wurde mit der 5-fachen Menge Click’s-Medium (10% FCS, 1%
Penicillin/Streptomycin, 2% 1-Glutamin (20ml/1), B-Mercaptoethanol (0.04mM)) aufgefiillt und
fiir Smin bei Raumtemperatur inkubiert. Im Folgenden wurden die Zellen insgesamt dreimal
mit Click’s-Medium gewaschen und in Click’s-Medium resuspendiert. Zusitzlich wurde bei
den Fiarbungen eine Probe entnommen, um die gleichmiBige Férbung der Zellen und die

Fluoreszenzintensitét ungeteilter Zellen zu messen.

3.10.7. In vitro Suppressionsassay

Um die suppressive Kapazitit von T regulatorischen Zellen und Typ 1 regulatorischen T Zellen
zu testen, wurden Kokulturen der genannten Zellen mit CD4+CD25- Responder Zellen (Tresp)
und CD3- APC angesetzt. Dabei werden Responder Zellen durch die APC-vermittelte
Priasentation eines Antigens zur Proliferation angeregt. Durch die Anwesenheit der
regulatorischen Zellen kann diese Proliferation jedoch supprimiert werden und so die
Suppressionskapazitit der regulatorischen T Zellen erfasst werden.

Fiir den Suppressionsassay wurden CD4+CD25- Tresp Zellen (siehe oben) aus der Milz isoliert,
jeweils 1x10° Tresp/well in eine 96well-Mikrotiterplatte pipettiert und in 250pul  Click's-
Medium kultiviert. Die APC wurden wie oben beschrieben isoliert und anschlieend durch
Bestrahlung (30Gy) mitotisch inaktiviert und gezéhlt. Pro well wurden 4x10° der APC mit den
Tresp kokultiviert. Je nach Versuchsaufbau erfolgten unterschiedliche Stimulationen: Im

Suppressionsassay mit Tregs wurde mit anti-CD3 AK (2pg/ml) stimuliert; um die suppressive
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Kapazitit der Trl-Zellen zu testen, wurde in einem Antigen-spezifischen Ansatz MBP
(10ng/ml) hinzugefiigt, in einem anderen unspezifischen Ansatz anti-CD3 AK und anti-CD28
AK (je2pg/ml).

Zur Gewinnung der T regulatorischen Zellen wurden aus Milzen wie oben beschrieben
Einzelzellsuspensionen hergestellt, jedoch keine Erythrozytenlyse durchgefiihrt. Als Medium
wurde Click’s-Medium verwendet. Fiir den Tr1-Suppressionsassay wurden die CD4+CD25- T
Zellen wie oben beschrieben magnetisch separiert und wie beschrieben hinsichtlich der
Oberflaichenmarker CD49b und LAG-3 gefarbt. Mittels Durchflusszytometrie wurden darauthin
die CD49b+LAG-3+ doppelt positiven Zellen gesortet. Fiir das Treg-Suppressionsassay wurden
die Foxp3+ Zellen aus der Einzelzellsuspension per Durchflusszytometrie anhand des Markers
foxp3gfp gesortet. AnschlieBend wurden entweder die CD4+CD25-CD49b+LAG-3+ Trl
Zellen oder die CD4+CD25+Foxp3+ Treg Zellen in absteigender Zellzahl (1x10°, 5x10°,
25X104, 12,5X103, 0) zu den Tresp hinzugefiigt (Verhiltnis Tresp:Treg: 1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 1:0).
Im Anschluss erfolgte die Inkubation der befiillten Mikrotiterplatten im Brutschrank bei 37°C.
Nach 72h wurden die Zellen in ein FACS-Roéhrchen iiberfiihrt, unter Standardbedingungen
gewaschen und mit Pac-O-NHS, anti-CD4, anti-CD45.1 und anti-CD45.2 gefirbt. Bis zur
Analyse wurden die Proben mit 1%PFA fixiert und bei 4°C in Dunkelheit gelagert. Die

Zellteilungen der Tresp wurden mittels Proliferationstest analysiert.

3.10.8. Durchflusszytometrie: Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS)

Die gefarbten und fixierten Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie (LSR II, FACS Canto)
analysiert. Um das Ineinanderstrahlen der unterschiedlichen Fluoreszenzkanile zu
kompensieren, wurden fiir die verschiedenen Fluorochrome Einzelfirbungen angefertigt und
zur Beriicksichtigung der Autofluoreszenz ungefirbte Zellen aufgenommen. Desweiteren
wurden Isotypkontrollen angeférbt, um die Hintergrundfluoreszenz der verwendeten Antikorper
zu erfassen. Dubletten und tote Zellen wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Die Messungen

wurden mit der BD FACSDiva Software 6 ausgewertet.

3.10.9. Zytokinbestimmung im Zellkulturiiberstand: Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA)
Die Zytokinmessungen erfolgten mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), wobei

35



zwel verschiedene Antikdrper verwendet werden, die jeweils spezifisch das gleiche Antigen
iiber unterschiedliche Epitope erkennen. Hierfiir werden die Kavititen (,,wells*) einer
Mikrotiterplatte ausplattiert. Die zu detektierende Substanz wird {iber den Erstantikrper in den
wells gebunden. Nach der Inkubation mit dem biotinylierten Zweitantikérper und Streptavidin-
gekoppelter Meerrettich-Peroxidase kommt es nach Subtratzugabe zu einem Farbumschlag, der
photometrisch gemessen wird. Bei jeder Messung wird ein Standard mitgefiihrt, sodass sich die
gemessene optische Dichte in eine Proteinkonzentration umrechnen ldsst. Die Messungen
wurden mit KITS von R&D System entsprechend der beiliegenden Protokolle durchgefiihrt.
Als Substratlosung wurde Tetramethylbenzidin (TMB Plus READY-TO-USE, fertige
Gebrauchslosung) verwendet. AnschlieBend wurden die Proben mit dem ELISA-Auslesegerit
,Opsys MRX TC II (Dynec Technologies GmbH) bei einer Wellenldnge von 450nm

ausgelesen und die Proteinkonzentrationen bestimmt.

3.10.10. Bestimmung der absoluten CD4+ T Zellzahl in der Leber

Um die absolute Zellzahl der CD4+ T Zellen in der Leber zu bestimmen, wurde fiir jede Probe
die gezdhlte Anzahl nicht-parenchymatdser Zellen mit dem prozentualen Anteil der CD4+ T
Zellen multipliziert. Die CD4+ T Zellen wurden im Vorfeld mittels Oberflichenfarbung und
Durchflusszytometrie detektiert.

3.11. Histologie

3.11.1. Fixation, Entwisserung und Paraffin-Einbettung

Fiir die histologische Analyse wurde ein Stiick des rechten Leberlappen (Lobus dexter) nach
Organentnahme in ein 15ml Regiergefd3 mit 3ml Formalin (4%, pH 7,5) iiberfiihrt und fiir 24
Stunden fixiert. Nach dem Dekantieren folgte die Inkubation in 3ml Wasser fiir 2 Stunden und
darauffolgend die Organentwisserung mithilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe (Isopropanol
20%, 40%, 70%) fiir jeweils eine Stunde. Die Lagerung bis zur Paraffineinbettung erfolgte in
Isopropanol (70%) bei RT. Die Einbettung wurde im pathologischen Institut des
Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Die Paraffinblocke wurden mithilfe
eines Mikrotoms mit einer Schnittdicke von 3um geschnitten, in einem Wasserbad (40°C) auf

einen Objekttriger aufgebracht und auf einer Warmeplatte (40°C) iiber Nacht getrocknet.
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3.11.2. Hamatoxilin-Eosin-Fiarbung

Die Objekttriger mit den getrocknete Organschnitten wurden in drei aufeinanderfolgenden
Xylolbddern (96%) fiir Smin und danach in einer absteigenden Alkoholreihe (Ethanol 100%,
90%, 70%, 50%) fiir jeweils 4min inkubiert. Nach einer Uberfiihrung in Wasser (Aqua dest.)
fiir 2min, erfolgte das Bad in Himalaunlosung (sauer nach Mayer) fiir 20min, das kurze Spiilen
mit Aqua dest. und das Blduen unter flieBendem Leitungswasser fiir 30min. Nach 2-miniitiger
Inkubation in Aqua dest. wurden die Schnitte fiir Imin in Eosin (0,5%, 1 Tropfen Essig auf
100ml) iberfiihrt, erneut mit Leitungswasser kurz gespiilt und anschlieBend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe inkubiert (Ethanol, 5sec in 50%, 30sec in 70%, 1min in 90%, 2min
in 100%, erneut 3min in 100%). Zuletzt folgte die Uberfiihrung in drei aufeinanderfolgende
Xylolbdder (96%) fiir 3min und das Eindecken der gefirbten Schnitte mit Eindeckmedium

(Entellan), sowie der Versiegelung durch ein Deckglas.

3.12. Tierexperimentelle Arbeiten

3.12.1. Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis: MBP-Immunisierung

Um eine autoreaktive inflammatorische Reaktion in den Versuchstieren zu induzieren, wurde
mit dem Myelin Basischen Protein (MBP) immunisiert. MBP wird normalerweise im ZNS
exprimiert. Méuse der Linie CRP-MBP weisen jedoch eine zusdtzliche Expression dieses
Autoantigens in der Leber auf. Eine Immunreaktion gegen das MBP kann in diesen Méusen
daher kurzfristig zu Entziindungsgeschehen in der Leber fiihren und mittelfristig die
Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis auslésen.

Zur MBP-Immunisierung wurden die geschlechts- und altersgematchten Versuchstiere mit
einer Emulsion bestehend aus Complete Freund Adjuvant (CFA), das zusidtzlich mit
hitzeinaktiviertem Mycobacterium tuberculosis angereichert wurde (eine Ampulle auf zwei
Ampullen CFA), und 4YMBP-Peptid (200ng/50u1 PBS) immunisiert (MBP:CFA= 1:1). Die
Injektion erfolgte dabei subkutan nahe der Schwanzwurzel (100ul). Zusétzlich wurde am
gleichen Tag, sowie 2 Tage nach Immunisierung, Pertussis Toxin (200ng/250ul PBS)

intraperitoneal (i.p.) verabreicht.
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3.12.2. Beurteilung der EAE

Zur Beurteilung der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) wurden die
klinischen Symptome ab Tag 7 nach MBP-Immunisierung téglich mit Hilfe eines 5-stufigen,
klinischen EAE-Scores erhoben: 0: keine Symptome; 1: schlapper Schwanz; 2: wackelnder
Gang; 3: Hinken der Hinterldufe; 4: komplette Ldhmung der Hinterldufe; 5: moribund. Das

Scoring erfolgte maximal bis Tag 30 nach Immunisierung.

3.12.3. Autoimmune Hepatitis im Mausmodell

3.12.3.1. Auswertungsstrategie zur Beurteilung des Entziindungsstatus in der Leber

Zur Beurteilung der Schidigung von Lebergewebe diente die Alanin-Aminotransferase (ALT)
aus dem Blutserum. Um die Entziindungsvorgéinge in der Leber zu bewerten, wurde
histologisch die portale und parenchymatdse Lymphozyteninfiltration verblindet begutachtet.
Dariiber hinaus erfolgte die Befundung durch einen Pathologen nach dem modifizierten
histologischen Aktivititsindex mHAI nach Ishak et al. (Ishak et al. 1995). Er setzt sich
zusammen aus der Beurteilung der Interface Hepatitis (0-4), konfluenter Nekrose (0-4),
Einzelzelluntergéingen (0-4) und portaler Entziindung (0-4) und erlaubt mit einer Spanne von 0-
18 Punkten eine detaillierte Befundung des AusmaBes der entziindlichen Aktivitdt. Ferner
wurde die relative Zellzahl der Leberlymphozyten erhoben. Fiir die Histologie erfolgte nach der
Leberperfusion die Entnahme von Gewebe fiir Paraffinschnitte. Die mit Hdmatoxilin-Eosin

gefarbten Schnitte der Leber wurden verblindet ausgewertet.

3.12.3.2. Serum-Transaminasenmessung

Fir die Transaminasenmessung wurde das Vollblut durch Punktion der Vena cava inferior
entnommen und in ein heparinisiertes 1,5ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Nach Zentrifugation
(3000RPM, 4°C, 10min) wurden pro Maus 100-200ul Plasma als Uberstand abgenommen. Die
Transaminasenmessung erfolgte durch das Institut fiir Klinische Chemie / Zentrallaboratorien

am Universitédtsklinikum Hamburg-Eppendorf.
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3.12.4. Adoptiver Zelltransfer Antigen-spezifischer CD4+ T Zellen in vivo

Fiir den Transfer von CD4+ T Zellen wurden CD4+ T Zellen aus Milzen von tg4 Spendertieren
isoliert (siehe oben). Die gewonnenen CD4+ T Zellen wurden dann in PBS {iberfiihrt, gezéhlt
und pro Empfingertier wurden 5-10x10° CD4+ T Zellen in 150ul PBS intravends transferiert.
Die Empfangertiere wurden einen Tag zuvor mit MBP/CFA immunisiert, um eine EAE zu
induzieren (Abb.1). FEine Identifizierung der Spenderzellen erfolgte anhand des
Oberflaichenmarkers CD45: Die Zellen der Spendertiere waren CD45.2 positiv, die der
Empfinger hingegen CD45.1 und CD45.2 positiv.

N

tg4
l MBP/CFA
h Analyse
Em— o E— ——» | transferierter
Zellen
CRP-MBP
x B10.PL

Abb.1: Transfer nicht-toleranter MBP-spezifischer CD4+ T Zellen und EAE-Induktion durch MBP-Immunisierung.

3.12.5. In vivo Treg-Depletion mittels Injektion von anti-mouse-CD25 Antikorper (PC-
61.5.3)

Um CD4+CD25+Foxp3+ Treg in vivo zu depletieren, wurden 500ug PC-61 in 200ul PBS
geldst und den Versuchstieren i.p. verabreicht. Die Injektionen wurden zwei Mal wochentlich

wiederholt.

3.12.6. IL-10-Rezeptor Blockade mittels Injektion von anti-IL-10-Rezeptor Antikorper
Um den IL-10-Rezeptor (CD210) in vivo zu blockieren, wurden 0,15ng anti-CD210 AK in
150ul PBS gelost und den Versuchsmiusen i.p. verabreicht. Die Injektion erfolgte einmal

wochentlich.
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3.13. Statistische Auswertungen

Die graphische und statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software GraphPadPrism®.
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte angegeben und graphisch als Mediane dargestellt. Die
Signifikanz wurde iiber den Mann-Whitney-Test mit einem 95%-Konfidenzintervall getestet

und der p-Wert berechnet (p<0,05 = signifikant).
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung des CRP-MBP x tg4 Mausmodells

4.1.1. Analyse von CRP-MBP x tg4 Miusen ohne Vorbehandlung

Zunichst sollte untersucht werden, ob die Versuchstiere der Linie CRP-MBP x tg4 in der
Peripherie = MBP-spezifische T Zellen aufweisen. Dies wurde mithilfe einer
durchflusszytometrischen Bestimmung der fiir den transgenen T  Zell-Rezeptor
charakteristischen VB8.2-Expression durchgefiihrt. Aulerdem galt es zu priifen, ob die MBP-
spezifischen T Zellen durch die hepatische MBP-Expression bereits tolerant wurden oder zu
pro-inflammatorischen Zellen differenzieren konnten. Weiter sollte iiberpriift werden, ob in den
CRP-MBP x tg4 Miusen eine idiopathische Leberentziindung vorlag und somit die MBP-
spezifischen CD4+ T Zellen das in der Leber exprimierte Antigen erkannten und ohne
zusitzliche Aktivierung eine entziindliche Effektorantwort generierten. Zu diesem Zweck sollte
ebenso der Anteil an Zytokin-produzierenden CD4+ T Zellen gemessen werden. Da
CD4+CD25+Foxp3+ regulatorische T Zellen einen relevanten tolerogenen Faktor darstellen,
wurden die Frequenzen dieser Zellen iiberpriift. Eine weitere CD4+ T Zell-Subpopulation,
deren potenzielle tolerogene Kapazitdt diskutiert wird, sind die Typ 1 regulatorischen T Zellen.
Auch ihre Frequenzen wurden anhand der Oberflichenmarker CD49b und LAG-3 erfasst. Als
Kontrollgruppe dienten Miduse der Linie tg4 x C57BL/6, die ebenfalls iiber den MBP-
spezifischen T Zell Rezeptor verfiigen, nicht jedoch das MBP in der Leber exprimieren.

In der Analyse zeigte sich, dass nahezu alle CD4+ T Zellen in der Milz iiber die V[8.2-Kette
verfliigen, die fiir den MBP-spezifischen T Zell-Rezeptor charakteristisch ist und somit
potenziell in der Lage sind eine spezifische Immunantwort gegen MBP zu richten (CRP-MBP x
tgd: 99,72% vs. C57BL/6 x tg4: 99,7% p=0,8810, n=5 vs. 4) (Abb.2). Dies konnte durch

Wiederholungsversuche verifiziert werden.
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Abb.2: Anteil der VB8.2+ Zellen an CD4+ T Zellen aus der Milz. Analyse ohne Vorbehandlung der Versuchstiere.

Fiir die Uberpriifung, ob die Zellen pro-inflammatorische Effektorantworten generieren kénnen,
wurden die Zellen in vitro stimuliert. Um auszuschlieBen, dass vorhandene T regulatorische
Zellen die induzierte Stimulation inhibieren, wurden CD4+CD25- T Zellen isoliert. Fiir eine
Stimulation werden bestimmte Signale, einerseits {iber den T Zell-Rezeptor, andererseits {iber
weitere kostimulatorische Molekiile, benétigt. Diese Signale sind ausreichend vorhanden, wenn
die Aktivierung tber dendritische Zellen (DC) stattfindet. Fiir eine DC-unabhingige
unspezifische Stimulierung werden sowohl anti-CD3 Antikorper (AK), als auch anti-CD28 AK
benotigt. Es sollte untersucht werden, ob die Zellen sowohl Antigen-spezifisch als auch —
unspezifisch stimulierbar sind. Fiir eine Antigen-spezifische Stimulierung wurden 5x10°
CD4+CD25- T Zellen aus der Milz ausgesit, mit 5x10* DC kokultiviert und Antigen-spezifisch
unter Hinzugabe von 50 bzw. 100ng/ml MBP Acl1-9 Peptid stimuliert. Fiir die unspezifische
Aktivierung wurden entweder, anstelle des MBP, 2pg/ml anti-CD3 AK hinzugegeben oder aber
die CD4+CD25- T Zellen mit je 2ug/ml antiCD3/28 AK stimuliert in Abwesenheit von DC.
Nach 96h wurden die Uberstinde entnommen und die Zytokinproduktion mittels ELISA
gemessen. In der Gruppe der CRP-MBP x tg4 Méuse war eine Produktion von IFN-y nach 96h
messbar, es bestand aber kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe, weder nach
Stimulierung mit 50ng/ml MBP (CRP-MBP x tg4: 315,3pg/ml vs. C57BL/6 x tg4: 256.6pg/ml,
p=0,8286, n=6 vs. 4), noch nach unspezifischer Stimulation (CRP-MBP x tg4: 1241pg/ml vs.
C57BL/6 x tg4: 1221pg/ml, p=0,9571, n=6 vs. 4) (Abb.3 A+B). Des Weiteren lag sowohl in
den CRP-MBP x tg4 Maiusen, als auch in der Kontrollgruppe eine Produktion von IL-17 nach
MBP-Stimulierung (CRP-MBP x tg4: 162pg/ml vs. C57BL/6 x tg4: 110pg/ml, p=0,3095, n=5)
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und unspezifischer Stimulierung vor (CRP-MBP x tg4: 179pg/ml vs. C57BL/6 x tg4: 108pg/ml,
p=0,4127, n=5) (Abb.3 C+D). Dies konnte in einem Wiederholungsversuch bestitigt werden.
Aufgrund der stark variierenden ELISA-Messwerte der Zytokinproduktionen zwischen den

Versuchen, sollten jedoch weitere Wiederholungen stattfinden, um die Werte zu verifizieren.
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Abb.3: IFN-y und IL-17 im Zellkulturiiberstand nach 96h Restimulation von CD4+CD25- T Zellen (5x105) aus der Milz
in Anwesenheit von DC (5x104). A+C: MBP-Restimulation (50ng/ml MBP). B+D: unspezifische Restimulation (2ng/ml
anti-CD3 AK). Analyse ohne Vorbehandlung der Versuchstiere.

Als weiterer Parameter wurde der Anteil von IFN-y- und IL-17-produzierenden Zellen an der
CD4+ T Zell-Population mittels Durchflusszytometrie erhoben. Hierfiir wurden die isolierten
CD4+ T Zellen unspezifisch fiir 6h Stunden mit PMA/Ionomycin stimuliert und anschlieend
die zu detektierenden Zytokine intrazelluldr gefarbt. Hierbei lag der Anteil der IFN-y-
produzierenden CD4+ T Zellen aus der Leber deutlich hoher als aus der Milz (Milz: CRP-MBP
x tg4: 9,7% vs. C57BL/6 x tg4: 6,7%, p=0,1508, n=5; Leber: CRP-MBP x tg4: 29,3% vs.
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C57BL/6 x tg4: 31,48%, p=0,6429, n=5) (Abb.4 A+B). Es konnten jedoch keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen bestétigt werden.
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Abb.4: Anteil der IFN-y-produzierenden Zellen an CD4+ T Zellen nach 6h unspezifischer Restimulation (100ng/ml
PMA und 2pg/ml Ionomycin). A: Milzzellen. B: Leberzellen. Analyse ohne Vorbehandlung der Versuchstiere.

Auch der Anteil der IL-17-produzierenden CD4+ T Zellen lag in der Leber hoher (ca. 4%) als
in der Milz (ca. 1,5%). Doch auch hier war kein wesentlicher Unterschied zwischen den
Gruppen erkennbar (keine Abbildung) Die Ergebnisse sind fiir einen weiteren Versuch
reprisentativ. Insgesamt ist somit evident, dass die T Zellen der Linie CRP-MBP x tg4
unspezifisch und durch MBP Acl-9 Peptid stimulierbar waren und vergleichbare pro-
inflammatorische Effektorfunktion zeigten wie Zellen der Linie C57BL/6 x tg4.

Um den Entziindungsstatus in der Leber zu erheben, wurden die Lebern histologisch auf
Infiltrate untersucht. In beiden Gruppen waren nur sehr vereinzelt Leberinfiltrate vorhanden,
sodass keine akute Leberentziindung vorlag (keine Abbildung).

Dies wurde durch die Anzahl der isolierten Leberlymphozyten bestitigt, die bei rund zwei
Millionen Zellen pro Leber lag und sich nicht signifikant zur Kontrollgruppe unterschied.
(CRP-MBP x tg4: 2,13x10° vs. C57BL/6 x tg4: 2,548x106, p=0,2222, n=5) (keine Abbildung).
Dies wurde dreimalig in voneinander unabhédngigen Versuchen bestdtigt. Des Weiteren wurde
das Enzym Alanin-Aminotransferase (ALT) im Blutserum gemessen, das ein Marker fiir
geschidigtes Lebergewebe ist. Die Messwerte waren in beiden Gruppen nicht pathologisch
erhoht. (CRP-MBP x tg4: 58U/l vs. C57BL/6 x tg4: 14,5U/1, p=0,0857, n=6 vs. 4) (keine
Abbildung).
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Zusitzlich wurde der Anteil von CD4+ T Zellen an isolierten Zellen aus Leber und Milz mittels
Durchflusszytometrie erfasst. Dieser lag bei zwei Versuchen in der Milz bei etwa iiber 10% und
es waren keine Unterschiede zur Kontrollgruppe festzustellen (Milz: CRP-MBP x tg4: 10,9%
vs. C57BL/6 x tg4: 12,6%, p=0,2222, n=5) (Abb.5A). Die Werte in der Leber variierten stirker
zwischen den Versuchen, lagen tendenziell aber unter den Werten in der Milz (Leber: CRP-

MBP x tg4: 7,4% vs. C57BL/6 x tg4: 7,9%, p=0,6905, n=5) (Abb.5B).
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Abb.5: Anteil der CD4+ T Zellen an lebenden Gesamtzellen. A: Milzzellen. B: Leberzellen. Analyse ohne

Vorbehandlung der Versuchstiere.

Die Frequenzen der CD4+Foxp3+ regulatorischen T Zellen wurden ebenfalls in Leber und Milz
erhoben. Neben Foxp3, das als Marker fiir murine Treg eigentlich hinreichend ist, wurde
zusitzlich die Population der CD25+Foxp3+ Treg erfasst, um eine differenziertere
Charakterisierung zu ermoglichen. Beziiglich der CD25+Foxp3+ Treg (Anteil an CD4+ Zellen)
zeigten sich bei Méusen mit hepatisch exprimiertem MBP im Vergleich zur Kontrollgruppe
hohere Frequenzen in der Milz (CRP-MBP x tg4: 3,72% vs. C57BL/6 x tg4: 3,48%, p=0,5317,
n=5) (Abb.6A) und sogar mit signifikantem Unterschied in der Leber (CRP-MBP x tg4: 3,24%
vs. C57BL/6 x tg4: 0,72%, p=0,0079, n=5) (Abb.6B). Die Unterschiede wurden auch in
Hinblick auf den Anteil der Foxp3+ Treg an CD4+ T Zellen deutlich. In der Leber waren die
Treg-Frequenzen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (CRP-MBP x tg4: 8,52%
vs. C57BL/6 x tg4: 1,98%, p=0,0079, n=5) (Abb.6C). In einem weiteren Versuch konnte in der
Milz ein Treg-Anteil an CD4+ T Zellen von rund 10% gemessen werden, allerdings auch in der

Kontrollgruppe (CRP-MBP x tg4: 10,12% vs. C57BL/6 x tg4: 8,03%, p=0,1048, n=6 vs 4)
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(Abb.6D). Vergleichbare Werte der Milzzellen zeigten sich auch bei
Wiederholungsversuch.
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Abb.6: Anteil der CD25+Foxp3+ Treg und Foxp3+ Treg an CD4+ T Zellen. A+D: Milzzellen. B+C: Leberzellen. Analyse

ohne Vorbehandlung der Versuchstiere.

Bei einer weiteren Versuchswiederholung wurden die Treg explizit hinsichtlich der MBP-
Spezifitit tiberpriift (VB8.2-Kette). Hier war der Anteil der CD25+Foxp3+ Treg an MBP-
spezifischen CD4+ T Zellen sowohl in der Milz als auch in der Leber erhoht (Milz: CRP-MBP
x tg4: 7,38% vs. C57TBL/6 x tg4: 6,05%, p=0,1714; Leber: CRP-MBP x tg4: 6% vs. C57BL/6
x tgd: 2,88%, p=0,0667, n=6 vs. 4) (Abb.7 A+B). Beziiglich der Foxp3+ Treg lag dariiber
hinaus ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe vor (Milz: CRP-MBP x tg4: 9,72% vs.
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C57BL/6 x tg4: 7,5%, p=0,0429; Leber: CRP-MBP x tg4: 12,03% vs. C57BL/6 x tg4: 6,03%,

p=0,0095, n=6 vs. 4) (Abb.7 C+D).
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Abb.7: Anteil an CD25+Foxp3+ und Foxp3+ Treg an CD4+V(18.2+ T Zellen. A+C: Milzzellen. B+D: Leberzellen.

Analyse ohne Vorbehandlung der Versuchstiere.

Um die Frequenzen der Typ 1 regulatorischen T Zellen zur erfassen, wurde der Anteil von
CD49b+LAG-3+ Zellen an CD4+Foxp3- Zellen bemessen. Dieser Wert war jedoch in beiden
Gruppen duBlerst gering, sowohl in der Leber (CRP-MBP x tg4: 0,3% vs. C57BL/6 x tg4: 0,3%,
p=0,0,6429, n=5), als auch in der Milz (CRP-MBP x tg4: 0,8% vs. C57BL/6 x tg4: 0,02%,

p=0,4048, n=5) (keine Abbildung). Dies gilt ebenso fiir einen Wiederholungsversuch.

Die Ergebnisse zeigen, dass in den Maiusen mit hepatisch exprimiertem MBP kein

idiopathisches entziindliches Geschehen in der Leber vorlag. Dennoch wurde evident, dass die
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T Zellen MBP-spezifisch und unspezifisch stimulierbar waren. Beziiglich der T regulatorischen
Zellen war die Tendenz erkennbar, dass in Mausen der Linie CRP-MBP x tg4 hohere Treg-
Frequenzen in der Leber vorhanden sind. Weiterfithrend sollte nun analysiert werden, ob die T
Zellen in den CRP-MBP x tg4 Méusen auch in vivo stimulierbar sind oder ob die Versuchstiere
eine stabile Toleranz hinsichtlich EAE und Leberentziindung aufweisen. Aus diesem Grund
sollte durch MBP-Immunisierung eine entziindliche Immunantwort gegen MBP generiert
werden. Von besonderem Interesse war dabei, ob die Foxp3+ Treg einen effektiven Schutz vor

Autoimmunitit bieten konnen.

4.1.2. Analyse von CRP-MBP x tg4 Miusen nach MBP-Immunsierung

In diesem Immunisierungsversuch galt es zu priifen, ob die MBP-spezifischen T Zellen in CRP-
MBP x tg4 Miusen durch eine MBP-Immunisierung in vivo aktiviert werden kdnnen und diese
Zellen fahig sind, entweder eine EAE oder Leberentziindung auszuldsen. Zu diesem Zweck
wurden CRP-MBP x tg4 Méuse an Tag 0 mit MBP immunisiert und ab Tag 7 die klinischen
Symptome anhand des EAE-Scores bis Tag 30 dokumentiert. Als Kontrollgruppe dienten auch
hier Méuse der Linie C57BL/6 x tg4, die liber den MBP-spezifischen T Zell Rezeptor verfiigen,
jedoch kein MBP in der Leber exprimieren. Beziiglich der EAE-Induktion zeigte sich, dass die
Tiere der Linie CRP-MBP x tg4 keine EAE-Symptome aufwiesen und folglich tolerant
gegeniiber der EAE-Induktion waren. Die Kontrollgruppe hingegen zeigte einen typisch
monophasischen Krankheitsverlauf mit progredienter Symptomatik bis ca. Tag 20 nach

Immunisierung (Abb.8).

EAE score

8- C57BL/6 x tg4

-~ CRP-MBP x tg4

050—0—90—0-0-0-0-0-0-0-0-0-9-0-0-00000009
10 20 30

Tage nach Immunisierung

Abb.8: EAE-Verlauf nach Immunisierung mit MBP/CFA von Miusen der Linie C57BL/6 x tg4 und CRP-MBP x tg4
(n=5 vs. 6).
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Um zu untersuchen, ob auto-inflammatorische Vorginge in der Leber vorlagen, fand in einem
zweiten Versuchsautbau die Analyse nach MBP-Immunisierung bereits an Tag 7 statt. In der
Histologie waren in den CRP-MBP x tg4 Miusen portal und parenchymal lymphozytire
Infiltrate in der Leber zu erkennen, dies jedoch auf moderatem Niveau (Abb.9A). Die
Kontrollgruppe wies zwar tendenziell etwas weniger Infiltrate auf, es konnte aber kein
deutlicher Unterschied festgestellt werden (Abb.9B). Auch in Wiederholungsversuchen waren

die Gruppenunterschiede marginal, allerdings variierte der Grad der Entziindung zwischen den

Versuchen.
A B
CRP-MBP x tg4 C57BL/6 x tg4
SR
&;/ : . \ ‘ % ; 5

Abb.9: HE-Firbung der Leber nach MBP-Immunisierung an Tag 7 (Vergréflerung=x20; n=5). A: CRP-MBP x tg4
M iuse. B: C57BL/6 x tg4 Miuse.

Auch bei der Anzahl der Leberlymphozyten konnte kein wesentlicher Unterschied zwischen
den CRP-MBP x tg4 Maiusen und der Kontrollgruppe festgestellt werden (CRP-MBP x tg4
4,31x10° vs. C57BL/6 x tg4: 5,97x10°, p=0,1143, n=5) (keine Abbildung). Dies wurde durch
Wiederholung bestitigt. Der Wert der Serum-Transaminasen (ALT) war in beiden Gruppen im
Normalbereich (keine Abbildung). Der Anteil von CD4+ T Zellen an Gesamtzellen war in den
CRP-MBP x tg4 Maiusen niedriger als in der Kontrollgruppe, beziiglich der Milzzellen sogar
signifikant. (Milz: CRP-MBP x tg4: 10% vs. C57BL/6 x tg4: 13,63%, p=0,0195, n=5 vs. 4;
Leber: CRP-MBP x tg4: 6,92% vs. C57BL/6 x tg4: 8,225%, p=0,1905, n=5 vs. 4) (Abb.10

A+B). Diese Tendenz zeigte sich auch in einem Wiederholungsversuch.

49



A Wiz B Leber

*%

16 - 167
Em
124 a" 1217
(Y +
* <
< ® ® [ |
o 81 * o 8 ° n
() [ —
" = o®
4 41
0 T T 0 T L]
™ ™
O u
o o . .
Q+ b+ @Q \©
Q: W KN '
S Q B A
Q A & &
OQ- () [4)

Abb.10: Anteil der CD4+ T Zellen an CD45.1+ Zellen. A: Milzzellen. B: Leberzellen. Analyse an Tag 7 nach MBP-

Immunisierung der Versuchstiere.

Als néchstes sollte liberpriift werden, ob die isolierten CD4+CD25- T Zellen aus Milz und
Leber ex vivo stimulierbar sind. Hierfiir wurden ebenfalls Ansitze mit Antigen-spezifischer und
unspezifischer Restimulation angesetzt und die Zytokine im Zellkulturiiberstand gemessen.
Von Interesse war dabei besonders die Produktion der Zytokine IFN-y und IL-17. Beziiglich
der IFN-y-Produktion waren die Milzzellen der CRP-MBP x tg4 Maiuse unspezifisch
stimulierbar und ein wesentlicher Unterschied zur Kontrollgruppe konnte nicht festgestellt
werden (CRP-MBP x tg4: 308,2pg/ml vs. C57BL/6 x tg4: 203,7pg/ml, p=0,4127, n=5)
(Abb.11A). Nach Antigen-spezifischer Stimulation der Milzzellen lag hingegen eine signifikant
niedrigere Produktion im Vergleich zu Kontrollgruppe vor (CRP-MBP x tg4: 141,1pg/ml vs.
C57BL/6 x tg4: 712,7pg/ml, p=0,0159, n=5) (Abb.11B). Auch hinsichtlich der Leberzellen war
eine vergleichbare Tendenz erkennbar: Nach unspezifischer Restimulation war die
Zytokinproduktion vergleichbar mit der Kontrollgruppe (CRP-MBP x tg4: 2301pg/ml vs.
C57BL/6 x tg4: 1951pg/ml, p=0,8254, n=5 vs. 4) (Abb.11C). Antigen-spezifische
Restimulation fithrte zu wesentlich verminderter IFN-y-Produktion im Vergleich zur
Kontrollgruppe (CRP-MBP x tg4: 18,15pg/ml vs. C57BL/6 x tg4: 84,83pg/ml, p=0,2667, n=2
vs. 4) (Abb.11D). Ein weiterer Versuch lieferte beziiglich der Milzzellen vergleichbare

Ergebnisse.
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Abb.11: IFN-y im Zellkulturiiberstand nach 72h Restimulation von CD4+CD25- T Zellen (5x105) aus Milz (A+B) und
Leber (C+D). Unspezifische Restimulation mit je 2pg/ml anti-CD3 AK und anti-CD28 AK (A+C). Antigen-spezifische
Restimulation mit S0ng/ml MBP in Anwesenheit von DC (5x10%) (B+D). Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung

der Versuchstiere.

Das Zytokin IL-17 konnte in den Messungen ebenfalls detektiert werden. Hier zeigten sich in
beiden Versuchsdurchfilhrungen nach unspezifischer Restimulation in der Milz keine
signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe (Milz: CRP-MBP x tg4: 303,8pg/ml vs.
C57BL/6 x tg4: 325,5pg/ml, p=0,6667, n=5) (Abb.12A). Nach MBP-spezifischer Restimulation
wiesen die Zellen der Méiuse mit hepatisch exprimiertem MBP tendenziell weniger

Zytokinproduktion auf als die Kontrollgruppe; sowohl beziiglich der Milzzellen (CRP-MBP x
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tg4: 8,05pg/ml vs. C57BL/6 x tg4: 203,3pg/ml, p=0,1349, n=5 vs. 4) (Abb.12B), als auch der
Leberzellen (CRP-MBP x tg4: 41,59pg/ml vs. C57BL/6 x tg4: 87.45pg/ml, p=0,2286, n=3 vs.
4) (Abb.12C).
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Abb.12: IL-17 im Zellkulturiiberstand nach unspezifischer Restimulation von CD4+CD25- T Zellen (5x10°%) mit je
2ng/ml anti-CD3 AK und anti-CD28 AK (A) oder Antigen-spezifischer Restimulation mit 50ng/ml MBP in Anwesenheit
von DC (5x104) (B+C). A: nach 96h Restimulation von Milzzellen. B: nach 72h Restimulation von Milzzellen. C: nach

96h Restimulation von Leberzellen. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung der Versuchstiere.

Bei den vorhergehenden Versuchen wurden CD4+CD25- Zellen fiir die Stimulation verwendet;
in einem weiteren Versuch wurde eine Stimulation der Zellen in Anwesenheit von CD25+ T
Zellen durchgefiihrt. Hierbei war aber fast keine Zytokinproduktion detektierbar, was auf eine
Suppression durch CD25+ Treg hindeutet (keine Abbildung). Die Ergebnisse machen deutlich,
dass die Zellen nach in vivo MBP-Immunisierung in vitro stimulierbar sind. Dariiber hinaus ist
die Tendenz erkennbar, dass die Zellen der Linie CRP-MBP x tg4 nach Antigen-spezifischer
Stimulation weniger pro-inflammatorische Zytokine produzieren als die Vergleichsgruppe.

Des Weiteren wurde der Anteil der IFN-y- und IL-17-produzierenden CD4+ T Zellen erfasst.
Die Analyse in der Durchflusszytometrie ergab, dass rund 20% der hepatischen CD4+ T Zellen
nach unspezifischer Stimulation das Effektorzytokin IFN-y produzierten (CRP-MBP x tg4:
20,8% vs. C57BL/6 x tg4: 17,1%, p=0,3730, n=5 vs. 4) (Abb.13A). Es lag aber kein
Unterschied zur Kontrollgruppe vor. Der Anteil der IL-17-produzierenden Leberlymphozyten
lag bei rund 10% (CRP-MBP x tg4: 11,4% vs. C57BL/6 x tg4: 9,8%, p=0,6825, n=5 vs. 4)
(Abb.13B). In der Milz waren diese Werte in beiden Gruppen geringer (keine Abbildung). Die

Ergebnisse wurden in einem zweiten Versuch verifiziert.
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Abb.13: Anteil der IFN-y-produzierenden T Zellen (A) und IL-17-produzierenden T Zellen (B) an CD4+ T Zellen in der
Leber nach 4h unspezifischer Restimulation (100ng/ml PMA und 2pg/ml Ionomycin). Analyse an Tag 7 nach MBP-

Immunisierung der Versuchstiere.

Da bekannt ist, dass regulatorische T Zellen relevant fiir eine Immuntoleranz sind und die CRP-
MBP x tg4 Miuse gegeniiber der EAE tolerant waren, sollte iiberpriift werden, ob der Anteil
von Treg an CD4+ T Zellen in diesen Méusen nach MBP-Immunisierung erhoht ist. Auch hier
wurden zur weiteren Differenzierung sowohl CD25+Foxp3+ Treg als auch Foxp3+ Treg
erfasst. In der Leber zeigten sich signifikant hohere Treg-Frequenzen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Dies galt fiir CD25+Foxp3+ Treg (CRP-MBP x tg4: 2,58% vs. C57BL/6 x tg4:
1,75%, p=0,0238, n=5 vs 4) (Abb.14A), als auch fiir Foxp3+ Treg (CRP-MBP x tg4: 4,46% vs.
C57BL/6 x tg4: 2,8%, p=0,0317, n=5 vs. 4) (Abb.14B). Vergleichbare Befunde zeigten sich in
der Milz, jedoch ohne signifikanten Unterschied, sowohl in Hinblick auf CD25+Foxp3+ Treg
(CRP-MBP x tg4: 3,72% vs. C57BL/6 x tg4: 2,98%, p=0,2302, n=5) (Abb.14C), als auch
hinsichtlich Foxp3+ Treg (CRP-MBP x tg4: 7,84% vs. C57BL/6 x tg4: 5,96%, p=0,1111, n=5)
(Abb.14D). Hier lag hingegen im Vergleich zu den Leberproben das Niveau des Treg-Anteils
insgesamt hoher. Die Ergebnisse sind fiir drei Versuche reprisentativ, allerdings waren die

Unterschiede beziiglich der Leberproben nicht in allen Versuchen signifikant.
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Abb.14: Anteil der CD25+Foxp3+ und Foxp3+ T Zellen an ++ T Zellen. A+B: Leberzellen. C+D: Milzzellen. Analyse an

Tag 7 nach MBP-Immunisierung der Versuchstiere.

Als weitere potenziell tolerogene CD4+ T Zell-Subpopulation wurden die Frequenzen der Typ
1 regulatorischen T Zellen anhand der Oberflichenmarker CD49b und LAG-3 erfasst. Der
Anteil der Trl-Zellen an CD4+ T Zellen betrug in einem Versuch in Milz und Leber in beiden
Gruppen unter 1% (keine Abbildung). In einem Wiederholungsversuch lag der Wert in beiden
Gruppen knapp tiber 1 % (keine Abbildung). Obwohl in den CRP-MBP x tg4 Maiusen die
Toleranz persistent war, lagen keine erhdhten Frequenzen der Tr1-Zellen vor.

Die Befunde der Immunisierungsversuche zeigen, dass die Mause der Linie CRP-MBP x tg4

nicht suszeptibel beziiglich der EAE-Induktion sind und die Toleranz der CRP-MBP x tg4
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Mause persistent ist. In der Histologie waren nur vereinzelt entziindliche Infiltrate detektierbar.
Nach in vitro Stimulation waren die T Zellen potentiell in der Lage eine pro-inflammatorische
Effektorantwort zu generieren, wie die Zytokindetektion mittels ELISA und
Durchflusszytometrie deutlich machen. Dabei fiihrt eine Antigen-spezifische Stimulation zu
verminderter Zytokinproduktion. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass leicht erhohte Foxp3+
Treg-Frequenzen vorliegen, die Population der CD49b+LAG-3+ Trl Zellen jedoch nicht erhoht
ist. Um zu bestétigen, dass Treg Zellen fiir die anhaltende Toleranz verantwortlich sind, sollte
in einem néchsten Schritt zusétzlich zur MBP-Immunisierung eine Treg-Depletion in vivo

durchgefiihrt werden.

4.1.3. Rolle von Treg fiir die hepatische MBP-Toleranz

4.1.3.1. Analyse nach MBP-Immunisierung und in vivo Treg-Depletion

Da Treg wichtige immunregulatorische Funktionen iibernehmen, kann es bei einem Fehlen
dieser Zellen zu gestorter Immunhomoostase kommen. Aus diesem Grund sollten in einem
Versuch Treg in vivo depletiert werden, um die Auswirkungen der fehlenden Treg auf die
Immunregulation zu untersuchen. Von besonderem Interesse war dabei, ob die Toleranz
beziiglich EAE und Leberentziindung in den Versuchstieren trotz Defizit der Treg weiterhin
persistiert. Zur Treg-Depletion wurde der anti-CD25 AK PC-61 verwendet. Dieser Antikorper
ist selektiv gegen CD25 gerichtet, der alpha-Kette des IL-2-Rezeptors.

Zur Induktion der EAE wurden die Versuchstiere der Linie CRP-MBP x tg4 zundchst mit MBP
immunisiert. Ab Tag 2 wurde den Méusen zweimal wochentlich der anti-CD25 AK (500ug in
200ul PBS gelost) 1.p. injiziert, um die Treg Zellen in vivo zu depletieren. Fiir die Erhebung des
EAE-Status wurden ab Tag 7 die klinischen EAE-Symptome anhand des EAE-Scores bis Tag
30 erhoben. Um den Status der Leberentziindung zu analysieren, wurden die Serum-
Transaminasen (ALT) gemessen, die Entziindungsinfiltrate in der Leber iiberpriift und die
relative Anzahl der Leberlymphozyten erfasst. Es zeigte sich, dass die Versuchstiere trotz Treg-
Depletion keine EAE-Symptome aufwiesen. In der Histologie waren moderate periportale
Entziindungsinfiltrate sichtbar, bei einzelnen Tieren auch vermehrt. Die Serum-Transaminasen
waren nicht erhoht und die Leberlymphozyten lagen bei rund 3 Millionen pro Gramm Leber
(keine Abbildung). In einem Wiederholungsversuch konnte die Persistenz der Toleranz
bestdtigt werden. Allerdings zeigte die Kontrollgruppe in diesem Versuch inhomogene

Krankheitsverldufe, sodass fiir eine einwandfreie Verifizierung eine weitere Wiederholung
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ndtig ist. Die Ergebnisse machen jedoch deutlich, dass die Tiere selbst nach Treg-Depletion
weder fiir die EAE, noch fiir eine Leberentziindung suszeptibel waren. Die Toleranz war
demmach trotz Depletion der Treg persistent.

In der Analyse mittels Durchflusszytometrie zeigte sich, dass nahezu alle CD4+CD25+ T
Zellen eliminiert worden waren und die anti-CD25 AK-Behandlung somit effektiv war
(Abb.15). Allerdings existierte weiterhin eine Population von CD4+CD25-Foxp3+ T Zellen. Da
Foxp3 als hinreichender Marker fiir murine Treg gilt, sollte liberpriift werden, ob die

verbliebene Foxp3+ T Zellpopulation weiterhin suppressive Kapazitit hat und die Treg-

Depletion mittels PC-61 eventuell unvollstindig war.

w2
aQ
-

CD25
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Abb.15: Population der CD25- Foxp3+ T Zellen von CRP-MBP x tg4 Miusen nach PC-61 Behandlung (anti-CD25 AK).

Analyse an Tag 30 nach MBP-Immunisierung der Versuchstiere.

4.1.3.2. In vitro Treg-Suppressionsassay

In diesem Versuch galt es zu iberpriifen, ob die Treg-Depletion mittels anti-CD25 AK
tatsdchlich effektiv ist und die verbliebenen CD25-Foxp3+ Treg Zellen durch die PC-61
Behandlung ihre supprimierende Funktion verlieren. Um dies zu iiberpriifen, sollten
Versuchstiere mit PC-61 AK behandelt werden, anschlieend die Foxp3+ Zellen isoliert und
ithre verbliebene suppressive Kapazitit im Suppressionsassay erfasst werden. Mause der Linie
foxp3gfp exprimieren unter dem Promoter des Foxp3 Gens das green fluorescent protein (gfp).
Gfp dient dabei als Reportersignal anhand dessen man mittels Durchflusszytometrie die Zellen
sortieren kann. Zundchst wurden Versuchstiere der Linie B6.SJL/BoyJ x foxp3gfp mit PC-61
AK behandelt (500pg in 200ul PBS gelost). Nach zwei Tagen wurden die Lymphozyten aus
der Milz isoliert und die Foxp3+ Zellen anschlieBend per Durchflusszytometrie anhand des gfp
sortiert. Hiernach wurde eine Kokultur aus unspezifisch stimulierten fluoreszenz-markierten

(CellTrace™ CFSE) CD4+CD25- Responder T Zellen (Tresp) (1x10° und CD3- Antigen-
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prisentierenden Zellen (4x10°) angesetzt. Die isolierten Foxp3+ Zellen wurden in absteigender
Zellzahl (1x10°, 5x10°, 25x10*, 12,5x10°, 0) zu den Tresp hinzugefiigt (Verhiltnis Tresp:Treg
1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 1:0, 2:0). Die suppressive Kapazitidt wurde mit Hilfe eines Proliferationstests
iiberpriift. Es zeigte sich, dass die stimulierten Tresp sich trotz Anwesenheit der Foxp3+ Treg
teilten. Das absteigende Verhéltnis hatte dabei keinen Einfluss auf die Proliferation der Tresp.
Selbst bei hoher Treg Konzentration (Verhidtnis Tresp: Treg 1:1) war nur eine sehr geringe
Suppression sichtbar (Abb.16B). Dies wird auch im Histogramm der Tresp Zellen evident: es
sind mehrere Gipfel mit abnehmender Fluoreszenz zu erkennen (Abb.16A). Da die
Farbintensitdt pro Teilung um die Hilfte abnimmt, ist davon auszugehen, dass Zellteilungen der
Tresp stattgefunden haben und sie somit nicht supprimiert wurden. Bei komplett supprimierten
Zellen wire nur ein einzelner Peak mit hoher Intensitit vorhanden. Somit ist evident, dass die
Foxp3+CD25- Treg tiber keine relevante Suppressionskapazitit nach Behandlung mit PC-61
verfliigen und folglich die Treg-Depletion effektiv ist. Das Ergebnis sollte jedoch durch
Wiederholung bestétigt werden.
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Abb.16: Proliferation von CD4+CD25- Responder T Zellen (10% bei Kokultur mit Foxp3+ Treg und CD3- Antigen-
prisentierenden Zellen (4x10°). A: CFSE-Verdiinnung bei Zellteilung. B: Anteil ungeteilter CD4+CD25- Responder T
Zellen (Gate ,,ungeteilt* aus A). Analyse an Tag 2 nach PC-61 Behandlung der Versuchstiere.

57



4.1.2. Rolle des Zytokins TGF-f§ und peripher induzierter Treg fiir die hepatische MBP-

Toleranz

4.1.2.1. MBP-Immunisierung von TGF-B-insensitiven Miusen (CRP-MBP x hCD2-
AxTBR II x tg4)

Es sollte detaillierter analysiert werden, inwiefern peripher induzierte Treg (iTreg) fiir die
Toleranz der CRP-MBP x tg4 Miuse relevant sind. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass MBP-
spezifische CD4+CD25+Foxp3+ Treg nach adoptivem Transfer in nicht-transgene Méuse vor
Ausbruch der EAE schiitzen konnten. Diese Treg wurden in der Peripherie TGF-B-abhéngig aus
konventionellen non-Treg generiert (Liith et al. 2008). TGF-8 ist fiir die Differenzierung von
iTreg essenziell. Fiir die Analyse wurden Méuse verwendet, deren T Zellen insensitiv fiir TGF-
3 sind (dominant negativer TGF- 8 Rezeptor II, hCD2-AxTBR II). In den Méusen sind daher
zwar die im Thymus generierten natiirlichen Treg vorhanden. Da der TGF-B-Signalweg
gehemmt ist, konnen jedoch iTreg in der Peripherie nur sehr eingeschrinkt aus naiven T Zellen
generiert werden. Die Versuchstiere verfligen dariiber hinaus iiber das hepatisch exprimierte
MBP, sowie den MBP-spezifischen T Zell Rezeptor (CRP-MBP x hCD2-AxTBR II x tg4). Um
zu untersuchen, ob die Mause trotz defizitdrer Induktion von iTreg weiterhin tolerant in Bezug
auf EAE und Leberentziindung sind, wurden sie mit MBP-Peptid immunisiert. Anschliefend
wurde der EAE-Score bis Tag 30 erhoben und die hepatischen Entziindungsparameter erfasst.
Es zeigte sich, dass die Méuse keine EAE-Symptome aufwiesen (keine Abbildung). In der
Histologie waren lediglich moderate Entziindungsinfiltrate in der Leber detektierbar und die
Serum-Transaminasen wiesen auf keine Leberschidigung hin (keine Abbildung). Da die
Toleranz trotz defizitdrer iTreg-Induktion persistent war, scheint diese Population nicht allein
verantwortlich fiir die Toleranzkontinuitit zu sein. Allerdings miissen die Ergebnisse durch

Wiederholungsversuche verifiziert werden.

4.1.3. Rolle des Zytokins IL-10 fiir die hepatische MBP-Toleranz

4.1.3.1. Analyse nach Immunisierung von IL-10-insensitiven Miusen (CRP-MBP x cd4-
DN-IL10R x tg4)

Da das Zytokin IL-10 anti-inflammatorisch wirkt und dariiber hinaus als Leitzytokin der
potenziell tolerogenen Trl Zellen gilt, sollte {iberpriift werden, ob in Méusen, deren T Zellen

insensitiv fiir IL-10 sind, eine EAE oder Leberentziindung generiert werden kann. Zu diesem
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Zweck wurden Mduse der Linie CRP-MBP x ¢d4-DN-IL10R x tg4 mit MBP immunisiert und
ab Tag 7 der EAE-Score anhand der klinischen Symptome bis Tag 30 dokumentiert. Beziiglich
der EAE-Induktion zeigte sich, dass die Versuchstiere keine EAE-Symptome aufwiesen. In der
Histologie waren nur vereinzelt Infiltrate detektierbar (keine Abbildung). Die Serum-
Transaminasen deuteten auf keine Schidigung des Lebergewebes hin (keine Abbildung). Die
Befunde zeigen, dass die Tiere trotz IL-10-Insensitivitdit und MBP-Spezifitit der T Zellen
tolerant gegeniiber der EAE-Induktion waren und keine Leberentziindung generiert werden

konnte.

4.1.3.2. Analyse von CRP-MBP x tg4 Miausen nach Immunisierung und Behandlung mit
IL-10-Rezeptor Antikorper

Zur weiteren Untersuchung des Einflusses von IL-10 auf die hepatische Toleranz sollte
iiberpriift werden, wie sich eine Blockade des IL-10-Rezeptors mit einem hemmenden
Antikorper auf die Toleranzpersistenz auswirkt. Méuse der Linie CRP-MBP x B10.PL wurden
zunichst mit IL-10-Rezeptor AK behandelt (0,15ng anti-CD210 AK in 150pul geldst) und 72h
spater mit MBP-Peptid immunisiert. Die Reinjektion des IL-10-Rezeptor AK erfolgte einmal
wochentlich. Ab Tag 7 wurde der EAE-Score bis Tag 30 anhand der klinischen Symptome
erhoben. Die Versuchstiere zeigten keine EAE-Symptome. In der Histologie waren nur
vereinzelt entziindliche Infiltrate erkennbar (keine Abbildung). Auch die Serum-Transaminasen
wiesen auf keine Leberschiddigung hin (keine Abbildung). Die Befunde zeigen, dass trotz
Blockade des IL-10-Rezeptors keine EAE oder Leberentziindung generiert werden konnte.

4.2. Charakterisierung des Phinotyps MBP-spezifischer T Zellen (tg4) nach Transfer in
CRP-MBP Miuse

4.2.1. Analyse nach MBP-Immunisierung und adoptivem T Zell-Transfer

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass T Zellen der Linie CRP-MBP x
tgd MBP-spezifisch sind und sich in vitro stimulieren lassen. In vivo konnten diese Zellen nach
Stimulation aber offensichtlich weder eine EAE noch eine Leberentziindung generieren.
Moglicherweise ist dies darauf zuriickzufiihren, dass die endogenen tg4 T Zellen durch das

hepatisch exprimierte MBP Toleranz erwerben. Um dies auszuschlieBen, wurden nicht-
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tolerante MBP-spezifische T Zellen aus Miusen ohne hepatisch exprimiertes MBP (tg4) in
Miuse transferiert, die iiber das hepatische MBP verfiigten (CRP-MBP x B10.PL). Pro
Empfingertier erfolgte der intravendse Transfer von 5-10x10° Zellen in 150ul PBS. Als
Kontrollgruppe dienten Empfangertiere der Linie B6.SJL/BoyJ x B10.PL. Die Empféngertiere
wurden zusatzlich 24h vor Transfer mit MBP immunisiert, um einen entziindlichen Kontext zu
gewdhrleisten. Es galt nun zu priifen, ob die transferierten Zellen weiterhin nicht-tolerant und
letztlich pro-inflammatorisch waren oder ob sie durch das hepatisch exprimierte MBP der
Empfiangertiere beeinflusst wurden und Toleranz erwarben. Die Analyse erfolgte an Tag 7 nach
Transfer (Abb.1), bei der zum einen die hepatischen Entziindungsparameter in den
Empfangertieren erfasst wurden. Zum anderen war die Entwicklung der transferierten vormals
nicht-toleranten Spenderzellen von besonderem Interesse. Sie wurden anhand des kongenen
Markers CD45 mittels Durchflusszytometrie identifiziert: die Zellen der Empféangertiere waren
CD45.1 und CD45.2 positiv, die der Spender hingegen nur CD45.2 positiv (Abb.17). CD45.1
und CD45.2 stellen zwei unterschiedliche Allele von CD45 dar, sind funktional jedoch

identisch.

CD45.1

CD45.2

Abb.17: Population der CD45.1+CD45.2+ T Zellen der Empfiingertiere und CD45.2+ T Zellen der Spendertiere nach
adoptivem T Zell-Transfer. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung der Empfiingertiere (Tag 0) und Zelltransfer
(Tag 1).

Histologisch wurde die Leberentziindung von einem Pathologen ausgewertet. Dabei zeigte sich
bei den Empfangertieren mit hepatisch exprimiertem MBP im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine stirkere Entziindung, die nach dem mHAI-Score signifikant war (CRP-MBP x B10.PL: 6
vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 2, p=0,0268, n=5 vs. 4). Dies ist fiir drei Versuche repridsentativ
(Abb.18).
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Abb.18: A: Histologische Bewertung der Leberentziindung anhand des histologischen mHAI-Scores. B+C: HE-Firbung
der Leber (Vergroflerung=x10; n=5). B: CRP-MBP x B10.PL Miuse. C: B6.SJL/BoyJ x B10.PL Miiuse. Analyse an Tag
7 nach MBP-Immunisierung der Empfingertiere (Tag 0) und Zelltransfer (Tag 1).

Die relative Zellzahl der Leberlymphozyten war mit ca. 13x10° Leberlymphozyten pro Gramm
Leber in allen Versuchen deutlich erhoht. Jedoch waren im Gegensatz zur Histologie keine
Unterschiede zur Kontrollgruppe erkennbar (CRP-MBP x B10.PL: 13,36x10° vs. B6.SJL/BoyJ
x B10.PL: 11,39x106, p=0,6825, n=5 vs. 4) (Abb.19A). In einem dritten Versuch lagen die
Werte bei iiber 20x10° Zellen, sodass eine weitere Versuchswiederholung nétig scheint, um das
Ergebnis zu verifizieren. In den absoluten Zellzahlen der CD4+ T Zellen war jedoch wieder ein

signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe erkennbar (CRP-MBP x B10.PL: 1,836x10° vs.
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B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 0,989x10°, p=0,0159, n= 5 vs. 4) (Abb.19B). Allerdings lagen die
Zahlen der verschiedenen Versuchswiederholungen mit Werten zwischen 1,8)(106 und 6,9)(106
CD4+ T Zellen auf unterschiedlichen Niveaus. Die Transaminasenmessungen ergaben moderat
erhohte Werte in der Gruppe der CRP-MBP x B10.PL Méause (CRP-MBP x B10.PL: 92 U/l vs.
B6.SJL/BoyJ x BI10.PL: 25 U/l, p=0,0635, n=5 vs. 4) (Abb.19C). Dies wurde in einem
Wiederholungsversuch bestétigt.
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Abb.19: A: Anzahl der Leberlymphozyten. B: Anteil der CD4+ T Zellen an lebenden Gesamtzellen aus der Leber. C:
Messwert des Enzyms Alanin-Aminotransferase (ALT) im Blutserum. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung der

Empfingertiere (Tag 0) und Zelltransfer (Tag 1).

Die transferierten T Zellen waren anhand des Oberflichenmarkers CD45 eindeutig zu
identifizieren (Abb.17) und es wurde zundchst der Anteil der transferierten Zellen an der
Gesamtpopulation der CD4+ T Zellen analysiert. Dieser Anteil lag in allen drei Versuchen in
der Leber liber dem Anteil der endogenen CD4+ T Zellen, in der Milz hingegen darunter.
Zudem waren die Werte in den CRP-MBP x B10.PL Méusen im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhoht (Milz: CRP-MBP x B10.PL: 37,18% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 29,25%, p=0,3968,
n=5 vs. 4; Leber: CRP-MBP x B10.PL: 72,8% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 46,98%, p=0,0635,
n=5 vs. 4) (Abb.20). Die Werte schwankten jedoch zwischen den Versuchen, sodass eine
Wiederholung nétig ist.
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Abb.20: Anteil der CD45.2+ T Zellen der Spendertiere (tg4) an den Gesamtzellen. A: Milzzellen. B: Leberzellen.
Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung der Empfingertiere (Tag 0) und Zelltransfer (Tag 1).

Um zu tiberpriifen, ob die transferierten Zellen fahig waren pro-inflammatorische Zytokine zu
produzieren, wurden die Proben aus Milz und Leber in vitro unspezifisch mit PMA/Ionomycin
stimuliert und der Anteil der Zytokin-produzierenden Spenderzellen am Gesamtanteil der
CD4+ Spenderzellen erfasst. Es zeigte sich, dass die IFN-y-produzierende Population im
Vergleich zur Kontrollgruppe gréfler war. Jedoch waren die Messniveaus der drei wiederholten
Versuche recht unterschiedlich und nur in einem Versuch lag der Anteil der IFN-y-
produzierenden T Zellen signifikant {iber dem der Kontrollgruppe (Milz: CRP-MBP x B10.PL:
71,32% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 34,35%, p=0,0159, n=5 vs. 4; Leber: CRP-MBP x
B10.PL: 89% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 62,25%, p=0,0159, n=5 vs. 4) (Abb.21 A+B). Nach
Antigen-spezifischer Restimulation war die Population in der Leber nahezu verdoppelt im
Vergleich zur Kontrollgruppe, dies allerdings auf niedrigem Niveau (CRP-MBP x B10.PL:
7,04% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 3,75%, p=0,1111, n=5 vs. 4) (Abb.21C). Tendenziell zeigen
die Messungen, dass die Werte in den CRP-MBP Maiusen hoher lagen; zur weiteren

Uberpriifung ist aber eine erneute Wiederholung sinnvoll.
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Abb.21: Anteil der IFN-y-produzierenden Zellen an CD4+ T Zellen der Spendertiere (tg4) nach 6h unspezifischer
Restimulation mit PMA (100ng/ml) und Ionomycin (2pg/ml) (A+B) oder Antigen-spezifischer Restimulation mit MBP
(100ng/ml) (C). A: Milzzellen. B+C: Leberzellen. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung der Empfingertiere (Tag
0) und Zelltransfer (Tag 1).

Der Anteil der IL-17-produzierenden Zellen an der Gesamtpopulation der transferierten Zellen
lag bei zwei Versuchen nach unspezifischer Restimulation bei knapp 6%. Hinsichtlich der Milz
bzw. Leber und beziiglich der Kontrollgruppen waren jedoch keine Unterschiede feststellbar
(Milz: CRP-MBP x B10.PL: 5,7% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 5,83%, p=0,9127, n=5 vs. 4;
Leber: CRP-MBP x B10.PL: 5,38% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 8,05%, p=0,5556, n=5 vs. 4)
(Abb.22 A+B). Die Ergebnisse sind fiir zwei Versuche reprasentativ.

Nach Antigen-spezifischer Restimulation war der IL-17-produzierende Anteil der transferierten
Zellen in den CRP-MBP x B10.PL Empfangertieren signifikant niedriger im Vergleich zur
Kontrollgruppe, jedoch auf niedrigem Niveau. Dies galt fiir die Milzzellen (CRP-MBP x
B10.PL: 0,26% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 2,88%, p=0,0195, n=5 vs. 4) (Abb.22C), als auch
fiir die Leberzellen (CRP-MBP x B10.PL: 0,02% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 1,5%, p=0,0151,
n=5 vs. 4) (Abb.23D). Allerdings konnte die Antigen-spezifische Restimulation nur bei einem

Versuch durchgefiihrt werden, sodass eine Wiederholung nétig ist.
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Abb.22: Anteil der IL-17-produzierenden Zellen an CD4+ T Zellen der Spendertiere (tg4) nach 6h unspezifischer
Restimulation mit PMA (100ng/ml) und Ionomycin (2pg/ml) (A+B) oder Antigen-spezifischer Restimulation mit MBP
(100ng/ml) (C+D). A+C: Milzzellen. B+D: Leberzellen. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung der
Empfingertiere (Tag 0) und Zelltransfer (Tag 1).

Auch im Zellkulturiiberstand waren IFN-y und IL-17 nach unspezifischer und Antigen-
spezifischer Restimulation messbar. Hier zeigten sich jedoch keine signifikanten
Gruppenunterschiede (keine Abbildung).
In einem weiteren Versuch wurde der Transfer wie bereits beschrieben durchgefiihrt, die
Analyse fand jedoch an Tag 15 statt. Die Leberhistologie wurde nach dem mHAI-Score
ausgewertet. Dabei war die Leberentziindung deutlich geringer als bei Analyse an Tag 7 und es
konnte kein signifikanter Gruppenunterschied festgestellt werden (CRP-MBP x B10.PL: 2 vs.
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B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 1, p=0,2320, n=5) (keine Abbildung). Die Leberlymphozyten waren
im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant erhoht, jedoch mit rund 10x10° Zellen sehr
zahlreich (CRP-MBP x B10.PL: 10,96x10° vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 12,82x10°, p=0,5317,
n=5) (keine Abbildung). Die Transaminasen lagen hier im Normalbereich. Die transferierten
Zellen waren weitestgehend nicht mehr auffindbar. AuBerdem zeigten die Versuchstiere bis
Tag 15 keine EAE-Symptome (keine Abbildung). Die Befunde machen deutlich, dass das
entziindliche Geschehen in der Leber von Tag 7 zu Tag 15 abnimmt und die Toleranz beziiglich
der EAE weiterhin persistent ist. Allerdings sollten die Ergebnisse durch Wiederholung
bestétigt werden.

Um zu iiberpriifen, ob die transferierten vormals nicht-toleranten T Zellen einen toleranten
Phénotyp angenommen haben, wurde der Anteil von Foxp3+ Treg an der Gesamtpopulation der
Transferzellen bemessen. Dieser lag bei unter 1% und war signifikant niedriger im Vergleich
zur Kontrollgruppe (keine Abbildung). Die gleiche Tendenz wurde in Bezug auf
CD25+Foxp3+ Treg deutlich, jedoch ohne signifikante Unterschiede (keine Abbildung).
Ebenso wurde der Anteil von CD49b+LAG-3+ Trl Zellen an der transferierten CD4+Foxp3-
Spenderzellpopulation erfasst. Interessanterweise war der Anteil im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhoht. Dies wird insbesondere bei den Proben aus der Leber
deutlich: Hier zeigten rund 30% der transferierten CD4+ T Zellen den Trl-Phénotyp. (Milz:
CRP-MBP x B10.PL: 19,5% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 4,9%, p=0,0286, n=4; Leber: CRP-
MBP x B10.PL: 31,6% vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 8,53%, p=0,0159, n=5 vs. 4) (Abb.23). Die
Ergebnisse wurden durch einen zweiten Versuch bestitigt. In einem weiteren Versuch
zeichnete sich eine dhnliche Tendenz ab; die Unterschiede zur Kontrollgruppe waren aber

wesentlich geringer.
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Abb.23: Anteil der CD49b+LAG-3+ T Zellen an CD4+ T Zellen der Spendertiere (tg4). A: Milzzellen. B: Leberzellen.
Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung der Empfingertiere (Tag 0) und Zelltransfer (Tag 1).

Da IL-10 als das Leitzytokin von Trl Zellen gilt, wurde eine IL-10-Bestimmung im
Zellkulturiiberstand durchgefiihrt. Hier zeigte sich nach 72h MBP-spezifischer Restimulation in
drei Versuchen eine hohere IL-10-Produktion im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
Unterschiede waren jedoch nur in einem Versuch signifikant (Milz: CRP-MBP x B10.PL:
378pg/ml vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 104pg/ml, p=0,0159, n=5 vs 4; Leber: CRP-MBP x
B10.PL: 303pg/ml vs. B6.SJL/BoyJ x B10.PL: 87pg/ml, p=0,0159, n=5 vs. 4) (Abb.24).
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Abb.24: IL-10 im Zellkulturiiberstand nach 72h MBP-spezifischer Restimulation (50ng/ml MBP) in Anwesenheit von
5x10° DC. A: Milzzellen. B: Leberzellen. Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung der Empfingertiere (Tag 0) und
Zelltransfer (Tag 1).

Die Ergebnisse zeigen, dass nach MBP-Immunisierung und adoptivem T Zelltransfer ein
transientes entziindliches Geschehen in der Leber generiert werden kann. Die transferierten
Zellen waren stimulierbar und konnten pro-inflammatorische Zytokine produzieren. Besonders
aufféllig ist der groBe Anteil an transferierten Zellen mit Tr1-Phénotyp. Im néchsten Schritt
sollte daher untersucht werden, inwiefern Trl Zellen fiir die Aufrechterhaltung der Toleranz

relevant sind und ob sie iiber suppressive Kapazitit verfiigen.

4.2.2. In vitro Suppressionsassay transferierter Zellen mit Tr1-Phiinotyp

In diesem Versuch galt es zu priifen, ob die transferierten Zellen mit Trl-Phénotyp iiber
suppressive Kapazitit verfiigen. Zu diesem Zweck wurden wie oben beschrieben CD4+ T
Zellen der Linie foxp3gfp x tg4 aus der Milz isoliert und in Empfangertiere der Linie CRP-
MBP x BI10.PL transferiert. Die Empfingertiere wurden 24h zuvor mit MBP-Peptid
immunisiert (Tag 0). AnschlieBend wurden an Tag 7 nach Transfer die Lebern der
Empféngertiere isoliert und anhand foxp3gfp, sowie der Oberflichenmarker CD49b und LAG-3
mittels Durchflusszytometrie die transferierten Foxp3-CD49b+LAG-3+ Zellen isoliert (Abb.25)
Im Anschluss wurde eine Kokultur aus unspezifisch stimulierten und fluoreszenzmarkierten
(CFSE) CD4+CD25- Responder T Zellen (Tresp) und CD3- Antigen-prasentierenden Zellen
(APC) angesetzt. Die isolierten Zellen mit Trl-Phénotyp wurden in absteigender Zellzahl
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(1X106, 5x10°, 25x104, 12,5X103, 0) zu den Tresp hinzugefiigt (Verhéltnis Tresp:Treg 1:1, 2:1,
4:1, 8:1, 1:0, 2:0). Die suppressive Kapazitit wurde mit Hilfe eines Proliferationstests
iiberpriift. In der Analyse zeigte sich, dass die Tresp durch die Fiarbung offenbar abstarben.
Aufgrund dieser anhaltenden technischen Probleme kann keine Aussage iiber die
Suppressionskapazitdt getroffen werden. Der Versuch soll daher nach gedndertem

Férbeprotokoll wiederholt werden.

Pre-sort Post-sort

Foxp3

L

CD49b

-315

LAG-3

Abb.25: Population der Foxp3-CD49b+LAG-3+ T Zellen vor und nach durchflusszytometrischer Zellseparation.
Analyse an Tag 7 nach MBP-Immunisierung der Empfingertiere (Tag 0) und Zelltransfer (Tag 1).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Mechanismen auf CD4+ T Zell-Ebene zur
Auslosung von hepatischer Autoimmunitét fiihren und folglich fiir die Durchbrechung der
hepatisch induzierten Toleranz relevant sind. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass die Expression
des Autoantigens der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) in der Leber zu
Toleranz fiihrt und die Maduse vor einer EAE geschiitzt sind. Diese Toleranz wird durch
regulatorische T Zellen (Treg) vermittelt, die fiir das Autoantigen, das Myelin Basische Protein
(MBP) spezifisch sind (Liith et al. 2008). Fiir unsere Analysen verwendeten wir CRP-MBP x
tg4 Maéuse, die neben dem hepatischen MBP auch noch einen transgenen T Zell-Rezeptor
exprimieren, der spezifisch fiir MBP ist. Tg4 Mause sind grundsitzlich fiir eine EAE-Induktion
suszeptibel (Liu et al. 1995). Mit Hilfe des Modells CRP-MBP x tg4 wollten wir untersuchen,
ob die beschriebene hepatische Toleranz gegeniiber MBP bei zusétzlicher Anwesenheit MBP-
spezifischer T Zellen persistiert und welche anderen Mechanismen zusédtzlich zur Generierung

regulatorischer T Zellen fiir die hepatische Toleranz relevant sind.

5.1. Charakterisierung des CRP-MBP x tg4 Mausmodells

Zunichst untersuchten wir unbehandelte Miuse der Linie CRP-MBP x tg4 und konnten
verifizieren, dass nahezu alle CD4+ T Zellen den transgenen MBP-spezifischen T Zell-
Rezeptor exprimieren (Abb.2). Da die Immunantwort beziiglich MBP analysiert werden sollte,
war diese Voraussetzung entscheidend. Weiter stellten wir fest, dass die MBP-spezifischen T
Zellen nach Antigen-spezifischer und unspezifischer in vitro Stimulation in der Lage waren
pro-inflammatorische Zytokine wie IFN-y und IL-17 zu produzieren und keinen signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe aufwiesen (Abb.3). Unsere Ergebnisse zeigten, dass das
hepatisch exprimierte MBP offenbar keinen wesentlichen Einfluss auf die in vitro
Stimulierbarkeit der MBP-spezifischen T Zellen hat, da die Unterschiede zur Kontrollgruppe
nur gering ausgepridgt waren. Die pro-inflammatorische Kapazitdt hinsichtlich IFN-y wurde
durch die intrazelluldre Zytokinfarbung bestétigt. Hier lag nach unspezifischer Stimulation der
Gesamtzellen der Anteil der IFN-y-produzierenden CD4+ T Zellen aus der Leber mit rund 30%
deutlich hoher als aus der Milz mit unter 10% und es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (Abb.4). Dennoch ist bemerkenswert, dass in
der Leber ein groBerer Anteil als in der Milz zur IFN-y-Produktion stimuliert werden konnte, da

das Lebermilieu physiologisch eher zu Toleranz fiihrt (Thomson und Knolle 2010). Eine
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Messung des Anteils Zytokin-produzierender T Zellen in der Durchflusszytometrie nach
Antigen-spezifischer Restimulation war aus technischen Griinden leider nicht moglich.

Da die CD4+ T Zellen unserer Versuchstiere ex vivo stimulierbar waren, stellten wir uns die
Frage, ob in vivo in CRP-MBP x tg4 Mausen spontane Immunreaktion gegen das MBP im ZNS
oder in der Leber auftreten. In unseren Versuchen zeigten die Méuse jedoch keine EAE-
Symptomatik. Des Weiteren stellten wir fest, dass in den Mausen mit hepatisch exprimiertem
MBP kein idiopathisches entziindliches Geschehen in der Leber stattfand. Obwohl wie gezeigt
nahezu alle T Zellen das MBP erkennen konnten und potenziell pro-inflammatorisch waren,
wurden die T Zellen offenbar nicht aktiviert und keine Immunreaktion gegen das hepatische
MBP induziert. Die leberinduzierte Toleranz war in den CRP-MBP x tg4 Maiusen somit
persistent. Die CRP-MBP x tg4 Méiuse unterschieden sich demnach zunéchst nicht von den
CRP-MBP Maiusen, die nicht iiber den transgenen MBP-spezifischen T Zell Rezeptor verfiigen
(Liith et al. 2008).

Treg spielen in der Regulation der EAE und in der Toleranzinduktion eine wesentliche Rolle.
Da Liith et al. zeigen konnten, dass hepatisch exprimiertes MBP zu Toleranz fiihrt und dies von
der Induktion Antigen-spezifischer Treg abhingig ist (Liith et al. 2008), wollten wir
untersuchen, ob in den CRP-MPB x tg4 Maiusen erhohte Treg-Frequenzen vorlagen.
Tatsachlich waren die Frequenzen der MBP-spezifischen Foxp3+ Treg in Leber und Milz im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (Abb.7). Die Befunde lieen vermuten, dass
das hepatisch exprimierte MBP zu vermehrter Induktion von Treg fiihrt. Allerdings wurde nicht
sichergestellt, ob es sich dabei tatsdchlich um induzierte Treg (iTreg) handelt. Da sich nTreg
und iTreg beziiglich des Demethylierungsstatus am CpG-Motiv im Foxp3-Promoter
unterscheiden, sollte eine solche Quantifizierung zukiinftig stattfinden (Kim und Leonard 2007,
Lal et al. 2008, Floess 2007). Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, nTreg auch anhand des
Transkriptionsfaktors Helios zu identifizieren (Thornton et al. 2010).

Im néchsten Schritt wollten wir analysieren, ob die T Zellen der CRP-MBP x tg4 Méuse auch
in vivo stimulierbar waren. In der Vergangenheit wurde bereits mithilfe des Des-TCR-
Mausmodells versucht, eine Leber-spezifische Autoimmunitit zu induzieren und somit eine
Toleranzdurchbrechung zu erreichen. Doppelt transgenen Miusen, die das K°-Molekiil selektiv
auf Hepatozyten exprimieren und gleichzeitig iiber einen transgenen K°-spezifischen T Zell
Rezeptor verfiigen, wurden Zellen appliziert, die sowohl K® als auch IL-2 exprimieren, um so

die Toleranz zu durchbrechen. Erst nach zusatzlicher Induktion eines entziindlichen Kontextes
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mit einem Leber-spezifischen Pathogen wurde eine autoimmune Leberschiddigung beobachtet
(Limmer et al. 1998). Die Autoren schlieBen daraus, dass neben der Toleranzdurchbrechung
auch ein entziindlicher Kontext vorliegen muss, um Autoimmunitit zu induzieren. In einer
weiteren Studie mit dem Des-TCR-Mausmodell, bei dem die spezifische Interaktion zwischen
CD8 T Zellen und Hepatozyten iiber das MHC Klasse I Molekiil K® untersucht wurde, konnte
die zuvor beobachtete Toleranz ebenfalls durch die Induktion einer lokalen Entziindung
durchbrochen werden (Sacher et al. 2002).

Daher immunisierten wir die Versuchstiere mit MBP/CFA, um einen entziindlichen Kontext zu
induzieren und iberpriiften, ob die T Zellen eine pro-inflammatorische Reaktion gegen das
MBP in Leber und ZNS generieren konnen oder ob die Toleranz persistiert. Von besonderem
Interesse war dabei, ob die Foxp3+ Treg, die wie gezeigt vermehrt vorliegen, einen effektiven
Schutz vor Autoimmunitdt bieten kdnnen. In unseren Versuchen waren die CRP-MBP x tg4
Maiuse trotz MBP-Immunisierung weiter vor einer EAE geschiitzt, wohingegen die
Kontrollgruppe typische EAE-Verlaufe zeigte (Abb.8). Somit unterschied sich unser
Mausmodell hinsichtlich der EAE-Induktion nicht von den CRP-MBP Mausen, die nicht tiber
den transgenen MBP-spezifischen T Zell Rezeptor verfiigen (Liith et al. 2008). Analysen an
Tag 7 nach Immunisierung machten deutlich, dass in der Leber vereinzelt lymphozytire
Infiltrate vorlagen, im Vergleich zur Kontrollgruppe jedoch nur gering vermehrt (Abb.9).
Dieser Befund wich von unserer Hypothese ab, dass die MBP-spezifischen T Zellen ihr
Antigen in der Leber erkennen und vermehrt in das Lebergewebe infiltrieren. Zwischen den
Versuchswiederholungen variierten die Entziindungsgeschehen in der Leber hinsichtlich der
Quantitdt der lymphozytiren Infiltrate. Diese Beobachtung ist womoglich auf die MBP-
Immunisierung zuriickzufiihren: Die applizierten Emulsionen mit MBP-Peptid koénnen
Chargen-abhéngig in ihrer Effektivitdt variieren. Die gemessenen Serumtransaminasen (ALT)
lieferten keinen Hinweis auf eine Schadigung des Lebergewebes (keine Abbildung). Unklar
blieb, warum der Anteil der CD4+ T Zellen an den Gesamtzellen in Leber und Milz im
Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert war (Abb.10). Dies widersprach den histologischen
Befunden. Die pro-inflammatorische CD4+ T Zell-Effektorfunktion der CRP-MBP x tg4
Maiuse war nach unspezifischer Restimulation in vitro vergleichbar mit der Kontrollgruppe der
C57BL/6 x tg4 Miuse (Abb.11 A+C). Nach MBP-spezifischer Restimulation hingegen wurden
teilweise signifikant verminderte Zytokinproduktionen gemessen (Abb.11 B+D). Diese
Tendenz zeigte sich auch hinsichtlich der IL-17-Produktion (Abb.12). Ebenso konnte bei der
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intrazelluldren Zytokinfarbung (Anteil IFN-y- und IL-17-produzierender Zellen an CD4+ T
Zellen) nach unspezifischer Restimulation kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe
festgestellt werden (Abb.13). Eine Antigen-spezifische Restimulation, die Aufschluss iiber die
spezifische Effektorantwort geben kann, war aufgrund technischer Schwierigkeiten nur schwer
realisierbar und konnte in diesen Versuchen nicht durchgefiihrt werden. Um die Ergebnisse aus
den Zytokin-Messungen im Zellkulturiiberstand zu bestitigen und den Anteil der IFN-y- und
IL-17-produzierenden T Zellen quantifizieren zu konnen, sollte dies zukiinftig jedoch
nachgeholt werden.

Unsere Befunde =zeigten, dass die MBP-spezifischen Zellen der Tiere mit hepatisch
exprimiertem MBP weniger responsiv fiir eine Antigen-spezifische Restimulierung waren.
Auch wenn sie grundsitzlich pro-inflammatorische Zytokine produzieren konnten, schien das
hepatisch exprimierte MBP graduell die Stimulierbarkeit der Zellen ex vivo zu beeinflussen und
eine Verschiebung der Immunitdt zugunsten einer MBP-spezifischen Toleranz zu induzieren.
Dies begriindet vermutlich die verminderte Antigen-spezifische pro-inflammatorische
Effektorantwort der T Zellen. Von besonderem Interesse war fir uns nun, welche
leberspezifischen Mechanismen auf T Zell-Ebene in unserem Mausmodell hierfiir
verantwortlich sind. Treg tibernahmen dabei offenbar wichtige suppressive Funktion, da in
Anwesenheit von CD25+ T Zellen keine pro-inflammatorische Zytokinproduktion im
Zellkulturiiberstand detektiert werden konnte (keine Abbildung). Unsere Ergebnisse waren
zusidtzlich in Hinblick auf die persistente Toleranz duBerst interessant: IFN-y-produzierende
Thl Zellen und IL-17-produzierende Thl7 Zellen gelten als verantwortliche pro-
inflammatorische Zellpopulationen in der EAE, die in das ZNS infiltrieren (Siriam et al. 1982).
Unsere Zellen zeigten zwar IFN-y- und Il-17- Produktion in vitro, waren aber in vivo nach
EAE-Induktion nicht in der Lage, eine EAE auszuldsen.

Da die Miause auch nach MBP-Immunisierung gegeniiber der EAE tolerant waren und
regulatorische T Zellen fiir die hepatische Toleranz essenziell sind (Liith et al. 2008), sollte
auch in den Immunisierung-Versuchen der Treg-Anteil an CD4+ T Zellen analysiert werden.
Tendenziell waren in den CRP-MBP x tg4 Miusen erhohte Frequenzen festzustellen, vor allem
in der Leber (Abb.14). Die Gruppenunterschiede waren vergleichbar mit den Versuchen ohne
Vorbehandlung. Dort lag aber tendenziell ein hoheres Niveau der Treg-Frequenzen vor
(Abb.6). Unsere Ergebnisse liefen vermuten, dass die moderat erhohten Treg-Frequenzen auf

das hepatisch exprimierte MBP zuriickzufiihren sind. Fraglich ist weiterhin, ob die MBP-
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Immunisierung einen weiteren Einfluss auf die Treg-Induktion hat, da in den
Immunisierungsversuchen tendenziell niedrigere Treg-Frequenzen vorliegen als in den
Versuchen ohne Vorbehandlung. Unklar bleibt auch hier, in den Analysen nach MBP-
Immunisierung, ob es sich bei der Treg-Population um iTreg oder nTreg handelt. In Studien am
MOG-spezifischen EAE-Modell wurde eine solche Differenzierung durchgefiihrt. Hierbei
zeigte sich, dass nach Immunisierung keine vermehrte Konversion von naiven T Zellen zu
iTreg stattfand (Korn et al. 2007). Fiir weitere Analysen sollte eine solche Differenzierung auch
in unseren Versuchen stattfinden. Esposito et al. konnten nach Immunisierung eine vermehrte
Infiltration von Treg in Gewebe mit Autoantigenen beobachten. Die Foxp3+ Treg Zellen
machten bis zu 50% der infiltrierenden CD4+ T Zellen aus. Allerdings waren die Foxp3+ Treg
Zellen auch teilweise in der Lage pro-inflammatorische Zytokine zu produzieren, sodass der
tolerogene Charakter dieser Zellpopulation zur Diskussion steht (Esposito et al. 2010). In
unseren Versuchen betrug der Anteil der Treg im Antigen-exprimierenden Lebergewebe
lediglich zwischen 3-5%. Es scheint somit evident, dass die Immunisierung die vermehrte
Induktion von Effektor T Zellen bewirkt und im Vergleich zu den Versuchen ohne MBP-
Immunisierung weniger naive T Zellen zu Treg werden. Diese Annahme kann durch
Erkenntnisse von Curotto de Lafaille et al. unterstiitzt werden: Sie zeigten im Ovalbumin-
spezifischen TCR-transgenen Mausmodell, dass im entziindlichen Kontext zwar eine simultane
Induktion von pro-inflammatorischen T Zellen und iTreg vorliegt, jedoch vermehrt pro-
inflammatorische T Zellen induziert werden (Curotto de Lafaille und Lafaille 2009). Da wir in
unseren Versuchen lediglich die Frequenzen der jeweiligen Zellpopulationen erfassten, kann
nur eine Aussage iliber das Verhiltnis von regulatorischen zu Effektor T Zellen getroffen
werden. Fiir eine Quantifizierung der absoluten Zellzahlen muss die Expansion der
regulatorischen und Effektor T Zellen verglichen und die absoluten Zellzahlen erhoben werden.
Des Weiteren ist hinsichtlich der Treg-Frequenzen bemerkenswert, dass trotz der nicht erhdhten
Treg-Frequenzen dennoch ein Schutz vor EAE bestand. Fraglich war nun, ob die suppressive
Kapazitit der vorhandenen Treg ausreichte oder ob weitere T Zell-Populationen fiir die
Toleranzpersistenz verantwortlich waren.

Um zu {iberpriifen, ob die Treg fiir die Persistenz der Toleranz essenziell waren und in vivo die
pro-inflammatorische Effektorantwort unterdriickten oder ob weitere redundante Mechanismen
beteiligt waren, wurden im ndchsten Schritt Treg in vivo depletiert. Besonders interessierte uns

die Frage, ob trotz MBP-Immunisierung und Treg-Defizit die Immunantwort gegen MBP

74



unterdriickt wird oder ob in ZNS und Leber entziindliche Vorginge induziert werden kdnnen.
Fir die Depletion wurde der anti-CD25 Antikorper PC-61 verwendet, der spezifisch gegen
CD25, der alpha-Kette des IL-2-Rezeptors gerichtet ist. Nach MBP-Immunisierung und
Behandlung mit PC-61 wiesen die Versuchstiere keine EAE-Symptome und kein wesentliches
Entziindungsgeschehen in der Leber auf (keine Abbildung). Unsere Ergebnisse machen
deutlich, dass trotz Treg-Depletion eine Immunsuppression beziiglich MBP in den CRP-MBP x
tg4 Miusen stattfindet. Dies spricht dafiir, dass nicht Treg allein fiir die Toleranz in CRP-MBP
X tg4 Méusen relevant sind, sondern weitere Treg-unabhidngige Mechanismen vorhanden sein
miissen. In der Vergangenheit wurde beschrieben, dass die Behandlung mit anti-CD25 AK zur
funktionellen Inaktivierung von Treg fiihrt (Kohm et al. 2006). Allerdings wird kontrovers
diskutiert, ob die Anwendung des anti-CD25 AK PC-61 im Gegensatz zum anti-CD25 AK 7D4
dariiber hinaus zu einer Depletion der CD25+ T Zellen und zur Dezimierung der Foxp3+
Population fiihrt (Couper et al. 2007, Stephens und Anderton 2006, Zelenay und Demengeot
2006). Bei unseren Experimenten existierte weiterhin eine Population Foxp3+ T Zellen
(Abb.15). Da Foxp3+ ein hinreichender Marker fiir murine T Zellen ist (Wan und Flavell 2005)
und wir in unseren Versuchen den PC-61 Antikdrper verwendeten, wollten wir liberpriifen, ob
die verbliebene Foxp3+ Treg-Population weiterhin suppressive Kapazitit hat. Im in vitro
Suppressionsassay wurde deutlich, dass die verbliebenen Foxp3+ T Zellen iiber nahezu keine
suppressive Kapazitidt verfligten und die Behandlung mittels PC-61 daher effektiv war
(Abb.16). Das Ergebnis verstirkt die Annahme, dass neben Treg weitere Zellpopulationen und
Mechanismen fiir die Immunsuppression im CRP-MBP x tg4 Mausmodell verantwortlich sein
miissen. Allerdings ist auch evident, dass CD25 nicht nur Oberflachenmarker fiir regulatorische
Zellen ist, sondern auch auf aktivierten T Zellen exprimiert wird (Shipkova und Wieland 2012).
Demnach kann nicht ausgeschlossen werden, dass durch die Behandlung mit PC-61 auch pro-
inflammatorische T Zellen depletiert wurden und somit die pro-inflammatorischen Signale
nicht ausreichten, um eine detektierbare Effektorantwort gegen MBP zu generieren.

Das Zytokin TGF-8 ist fiir die Induktion von Treg essenziell und kann in der Peripherie die
Konversion von iTreg aus konventionellen non-Treg induzieren (Bilate und Lafaille 2012). Aus
Vorarbeiten war bekannt, dass in der Leber TGF-3-abhéngig induzierte MBP-spezifische Treg
nach adoptivem Transfer in nicht-transgene Miuse vor einem Ausbruch der EAE schiitzen
konnten (Liith et al. 2008). Um die Rolle der iTreg in den CRP-MBP x tg4 Maiusen zu

analysieren, wurden Versuchstiere mit defizitirem TGF-B-Signalweg untersucht (CRP-MBP x
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hCD2-AxTRBR II x tg4), deren T Zellen insensitiv fiir TGF-B sind. Nach Immunisierung mit
MBP konnte keine EAE induziert werden. In der Leber waren nur vereinzelt entziindliche
Infiltrate erkennbar und es konnte keine Schadigung des Lebergewebes festgestellt werden. Da
eine Beteiligung von TGF-B bei der Generierung von nTreg im Thymus noch kontrovers
diskutiert wird (Li und Flavell 2008), kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Versuchstiere
weiterhin iiber nTreg verfligten. Es ist daher unklar, ob die Toleranz durch diese Population
aufrechterhalten wird oder ob weitere regulatorische T Zell-Populationen eine Rolle spielen.
Dariiber hinaus ist der TGF-B-Signalweg nicht nur fiir die Induktion von iTreg relevant.
Bekannt ist auch, dass naive T Zellen unter dem Einfluss von TGF- in Kombination mit IL-6
zu pro-inflammatorischen IL-17-produzierenden Th17 Zellen differenzieren (Bettelli et al.
2008). Durch die Ausschaltung des TGF-B-Signalwegs wird demnach sowohl die
Differenzierung von tolerogenen iTreg als auch von pro-inflammatorischen Th17 Zellen
negativ beeinflusst. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass die ausbleibenden entziindlichen
Vorginge auch auf die verminderte Population von pro-inflammatorischen Th17 Zellen
zurlickzufiihren sind.

In der Vergangenheit wurde bereits die suppressive Kapazitit des anti-inflammatorischen
Zytokins IL-10 in der EAE beschrieben. So hatten CD4+CD25+ T Zellen, die aus IL-10-
defizienten Méusen isoliert wurden, keinen positiven Einfluss auf den Verlauf einer MOGgs_ss-
induzierten EAE (Montero et al. 2004). Dariiber hinaus scheinen die potenziell tolerogenen Trl
Zellen ihren regulatorischen Effekt hauptsdchlich iiber IL-10 zu vermitteln und es wird
vermutet, dass IL-10 auch an der Induktion von Trl Zellen beteiligt ist (Roncarolo et al. 2014,
Groux et al. 1997). Aus diesem Grund nahmen wir an, dass sich die Inhibition der Wirkung von
IL-10 auf die Antigen-spezifische Toleranz auswirkt und zu vermehrtem entziindlichen
Geschehen fiihrt. Um dies zu untersuchen, analysierten wir Méduse der Linie CRP-MBP x cd4-
DN-IL10R x tg4, deren T Zellen insensitiv fiir IL-10 sind. Nach MBP-Immunisierung wiesen
die Versuchstiere liber den Beobachtungszeitraum von 30 Tagen weder EAE-Symptome, noch
hepatische Entziindungszeichen auf. Zur weiteren Uberpriifung des IL-10-Einflusses auf die
Toleranzpersistenz behandelten wir Tiere der Linie CRP-MBP x B10.PL mit einem Antikorper,
der gegen den IL-10-Rezeptor gerichtet ist. In vitro konnte bereits mit Hilfe des Hepatitis B
Virus-Mausmodell ein negativer Einfluss des anti-IL10-Rezeptor Antikorpers auf die IL-10-
Produktion und die Trl Zell-Induktion verifiziert werden. Xu et al. kokultivierten naive CD4+

T Zellen mit Kupffer Zellen, die fiir eine Toleranzinduktion bedeutend sind (Crispe 2014,
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Thomson und Knolle 2010). Die Zugabe von anti-IL10-Rezeptor Antikorper fiihrte dort zu
einer Verminderung sowohl der IL-10-Produktion als auch der Generierung von IL-10-
produzierenden Foxp3™ Trl Zellen (Xu et al. 2013). In unserem Versuch lag nach 30 Tagen
weiterhin eine Persistenz der Toleranz vor und es war keine Leberschidigung erkennbar.
Einerseits sollte die in vivo Kapazitit des Antikorpers in unserem Mausmodell iiberpriift
werden. Andererseits kann dariiber hinaus angezweifelt werden, ob IL-10 tatsdchlich ein
relevanter Marker fiir die Toleranzpersistenz in unserem Mausmodell ist. In den Versuchen
fanden aufgrund der beobachteten persistierenden Toleranz keine weiteren Analysen statt. Die
Ergebnisse zeigen jedoch zunichst, dass in unserem Mausmodell die isolierte Inaktivierung der
IL-10-Wirkung nicht zur Durchbrechung der hepatisch induzierten Toleranz fiihrt und
demzufolge nicht das Zytokin IL-10 allein fiir die Toleranzpersistenz verantwortlich sein kann.

Zunichst machen unsere Ergebnisse deutlich, dass die isolierte Inaktivierung der anti-
inflammatorischen Zytokine TGF-B und IL-10 nicht fiir ein Durchbrechen der hepatischen
Toleranz ausreicht. Des Weiteren fiihrte die Depletion von Treg nicht zu Autoimmunitét, auch
wenn in Méusen der Linie CRP-MBP x tg4 erhohte Treg-Frequenzen nachgewiesen werden

konnten.

5.2. Charakterisierung MBP-spezifischer T Zellen (tg4) nach Transfer in CRP-MBP
Miuse

Durch unsere bisherigen Befunde wurde deutlich, dass die T Zellen der Linie CRP-MBP x tg4
in vitro stimulierbar waren und MBP-Spezifitit aufwiesen. Allerdings waren die Zellen nach
Stimulation nicht in der Lage, in vivo eine ausreichende Immunantwort gegen das MBP zu
richten, um eine EAE oder Leberentziindung zu induzieren. Wir vermuteten, dass die
endogenen tg4 Zellen durch das hepatisch exprimierte MBP Toleranz erwerben und keine
hinreichende  pro-inflammatorische  Effektorantwort generieren konnen. Um  dies
auszuschlieBen, wurden nicht-tolerante Zellen aus tg4 Miausen ohne hepatisch exprimiertes
MBP isoliert, deren T Zellen jedoch MBP-spezifisch sind. Diese Zellen wurden in Miuse
transferiert, die liber das hepatisch exprimierte MBP verfiigten (CRP-MBP x B10.PL) und
vorher mit MBP immunisiert wurden (Abb.1). Von besonderem Interesse war nun, ob die
transferierten Zellen weiterhin ihren nicht-toleranten und letztlich pro-inflammatorischen

Charakter beibehielten oder ob sie durch das hepatisch exprimierte MBP in den
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Empfangertieren beeinflusst wurden und Toleranz erwarben. Die transferierten Zellen waren
vermehrt in der Leber wiederzufinden (Abb.20). Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren,
dass die transferierten MBP-spezifischen T Zellen das Autoantigen in der Leber der
Empfiangertiere erkannten. Die Histologie und die Transaminasenwerte (ALT) deuteten dariiber
hinaus auf entziindliches Geschehen und Schiddigung des Lebergewebes mit deutlichem
Unterschied zur Kontrollgruppe hin (Abb.18, Abb.19C). Diese Beobachtung korrelierte jedoch
nicht mit der Anzahl der Leberlymphozyten. Hier war kein Unterschied zur Kontrollgruppe
erkennbar (Abb.19A). Der Anteil IFN-y-produzierender Spenderzellen war in den Méiusen mit
hepatisch exprimiertem MBP im Vergleich zur Kontrollgruppe grofBer. Bemerkenswert ist, dass
ein grofer prozentualer Anteil von bis zu 90% der Spenderzellen pro-inflammatorisch wirken
kann (Abb.21A+B). Dieser Anteil ist auch in Hinblick auf die Versuche mit endogenen tg4
Zellen (CRP-MBP x tg4) merklich vergrofert (Abb.13). Wir vermuteten, dass die nicht-
toleranten MBP-spezifischen transferierten Zellen in den CRP-MBP x B10.PL Empfangertieren
durch die Immunisierung mit MBP/CFA aktiviert werden und als aktivierte Zellen in die Leber
wandern. Dort generieren sie eine pro-inflammatorische Effektorantwort gegen das MBP. Die
oben erwidhnten Befunde beziiglich der intrazelluldren IFN-y-Produktion bestitigen unsere
Hypothese: Die endogenen MBP-spezifischen T Zellen kdnnen lediglich eine verminderte pro-
inflammatorische Effektorantwort generieren und scheinen somit durch das hepatisch
exprimierte MBP in vivo Toleranz erworben zu haben, wie schon in den
Immunisierungsversuchen mit Méusen der Linie CRP-MBP x tg4 deutlich wurde. Die
transferierten, urspriinglich nicht-toleranten T Zellen hingegen konnen vermehrt pro-
inflammatorische Zytokine produzieren und sind offenbar in der Lage stirkere
Entziindungsvorgénge auszulosen. Auffillig ist jedoch, dass der Anteil IFN-y-produzierender
Zellen nach MBP-spezifischer Restimulation weitaus geringer ist (Abb.21C). Dariiber hinaus
produzierten nach Antigen-spezifischer Restimulation nahezu keine transferierten Zellen das
Zytokin IL-17 (Abb.22 C+D). Allerdings wurde die Antigen-spezifische Restimulation
lediglich in einem Versuch durchgefiihrt, sodass eine Wiederholung nétig ist.

Die pro-inflammatorische Effektorantwort der transferierten Zellen reicht jedoch offenbar nicht
aus, um eine dauerhafte Entziindung zu induzieren: In einem weiteren Versuch fand eine
Analyse an Tag 15 nach Zelltransfer statt. Hier waren deutlich verringerte
Entziindungsparameter festzustellen. So lag ein wesentlich niedrigerer mHAI-Score vor, die

Werte der Leberlymphozyten und Transaminasen lagen im Normalbereich und die
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Versuchstiere zeigten keine EAE-Symptomatik (keine Abbildung). Offenbar nimmt das
entziindliche Geschehen von Tag 7 zu Tag 15 deutlich ab. Die induzierte Entziindung war
demnach nur transient und die Toleranz hingegen persistent. Die Befunde zeigen, dass durch
den Transfer nicht-toleranter Antigen-spezifischer T Zellen die Toleranz nicht durchbrochen
werden kann. Die transferierten T Zellen haben zwar das Potenzial pro-inflammatorisch zu
wirken; dies scheint jedoch nicht ausreichend fiir eine ldngerfristige Entziindungsinduktion zu
sein. Die Beobachtungen lieen uns vermuten, dass die transferierten nicht-toleranten T Zellen
nach Aktivierung durch MBP/CFA nicht nur pro-inflammatorisch wirken, sondern teilweise
auch vom Immunsystem der Empfiangertiere langfristig eliminiert werden oder dariiber hinaus
einen toleranten Phinotyp annehmen. In vorherigen Mausstudien, bei denen mittels der TLR-
Liganden CpG und Poly(I:C) ein Entziindungsgeschehen in der Leber induziert wurde, konnte
bereits gezeigt werden, dass transferierte autoreaktive CD8 T Zellen trotz inflammatorischem
Kontext vom Immunsystem der Empfangertiere eliminiert werden und die Immunhomdostase
in der Leber erhalten bleibt (Béland et al. 2012). Um zu tiberpriifen, ob die transferierten CD4+
T Zellen eliminiert werden oder einen toleranten Phénotyp annehmen, erfassten wir einerseits
die Frequenzen der Treg und als weiteren regulatorischen T Zelltyp andererseits die Trl-
phénotypischen Zellfrequenzen. Es ist bekannt, dass Trl Zellen, die peripher induziert werden,
an der Regulation von Immunsuppression beteiligt sind und Autoimmunitit unterdriicken
konnen (Roncarolo und Battaglia 2007, Groux et al. 1997). Aus diesem Grund wollten wir
untersuchen, ob diese Population auch in unserem Mausmodell an der Antigen-spezifischen
Toleranz beteiligt ist. Andere tierexperimentelle Studien, in denen in vitro generierte Antigen-
spezifische Trl Zellen vor Exazerbation der EAE-Symptome im Ovalbumin-Mausmodell
schiitzen konnten bzw. im Colitis-Mausmodell zur Immunsuppression fiihrten, unterstiitzen
unsere Annahme, dass die Population der Tr1-phénotypischen Zellen an der Toleranzpersistenz
beteiligt sein konnte (Barrat et al. 2002, Groux et al. 1997). Auch im ConA-induzierten
Hepatitis Mausmodell konnte nach Vorbehandlung mit ConA eine vermehrte Induktion von Trl
Zellen beobachtet werden. Die Trl Zellen zeichneten sich durch hohe IL-10-Produktion,
niedrige IL-4-Produktion und negative Foxp3-Expression aus und konnten nach adoptivem
Transfer in naive Méuse eine ConA-induzierte Leberschidigung deutlich reduzieren (Ye et al.
2009). Wenngleich die Identifikation von Trl Zellen in der Vergangenheit meist nur iiber die
spezifische Zytokinproduktion und die negative Expression von Foxp3 erfolgte, aber eine

genauere Charakterisierung mangels spezifischer Marker nicht moglich schien, stellten
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Gagliani et al. kiirzlich erstmals eine Moglichkeit der Trl Zell-Charakterisierung anhand der
Koexpression der Oberflichenmarker CD49b und LAG-3 vor (Gagliani et al. 2013). Mithilfe
dieser Fiarbung konnten wir zeigen, dass der Anteil der CD49b+LAG-3+ Trl-phidnotypischen
Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe in Leber und Milz signifikant erhoht war (Abb.23).
Auch Ye et al. konnten in ihrer Studie nach ConA-Vorbehandlung Trl1-Frequenzen in der Leber
von tiber 30% feststellen (Ye et al. 2009). Unsere Ergebnisse bestétigen die Vermutung, dass
ein Teil der transferierten T Zellen einen toleranten Phanotyp, in diesem Falle einen Trl-
Phinotyp, erwirbt. Interessanterweise zeigte nur ein geringer Teil der transferierten Zellen
einen Treg-Phénotyp (keine Abbildung).

Besonders auffallend an unseren Analysen ist, dass vor allem in der Leber ein groBer Teil der
CD4+ T Zellen von rund 30% den Trl-Phénotyp aufwies (Abb.23B). Unsere Beobachtung,
dass die Leber, etwa im Vergleich zur Milz, zur Induktion von Tr1 Zellen priadestiniert scheint,
wird durch eine Studie im Hepatitis B Virus-Mausmodell unterstiitzt. Dort konnten transferierte
hepatische IL-10-produzierende Foxp3- Trl Zellen schneller eine Immunitit beziiglich
Hepatitis B inhibieren, als Trl Zellen aus der Milz (Xu et al. 2013). Auch die Zytokin-
Messungen im Zellkulturiiberstand von IL-10 unterstiitzen die Befunde (Abb.24), da Tr1 Zellen
ihre immunsupprimierende Wirkung hauptséchlich iiber IL-10 vermitteln (Roncarolo et al.
2014, Groux et al. 1997). Hier lag bei CRP-MBP x BI10.PL Mausen im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikant héhere IL-10-Produktion vor. Zwar schlossen wir fiir die IL-
10-Messungen im Zellkulturiiberstand die CD25+ Zellen aus, sodass Treg wohl nicht zur IL-
10-Produktion beitrugen. Eine weitere Differenzierung zwischen den restlichen nicht-
parenchymatdsen Leberzellen und zwischen Spender- und Empfangerzellen war jedoch nicht
moglich. Mittlerweile ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor Blimp-1 (B lymphocyte-
induced maturation protein 1) und das Zytokin IL-27 an der Regulation der IL-10-Produktion
von Trl Zellen beteiligt sind. Dabei wirkt IL-27 offenbar anti-inflammatorisch, indem es den
Transkriptionsfaktor Blimp-1 aktiviert, der wiederum die IL-10-Produktion der Trl Zellen
hochreguliert. (Cretney et al. 2011, Vasanthakumar und Kallies 2013). Als weitere beteiligte
Transkriptionsfaktoren, die an diesem Signalweg beteiligt sind, werden STAT3 und Egr-2
diskutiert (Iwasaki et al. 2013, Stumhofer et al. 2007, Wang et al. 2011). Dariiber hinaus stehen
aber noch weitere Regulationsmechanismen der IL-10-Produktion zur Diskussion: Jun-O et al.
konnten in ihren Studien zeigen, dass auch das Zytokin IL-6 zu einer IL-10-Produktion von

Trl-charakteristischen Zellen (IL-10"TFNyIL-2TTL-4TL-17Foxp3") fiihrte und diese Induktion
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unabhingig von IL-27 und TGF-B war (Jun-O et al. 2013). Im MOG-spezifischen EAE-
Mausmodell konnte die Relevanz des Transkriptionsfaktors Blimp-1 fiir die Regulation der
EAE gezeigt werden: Blimp-1 knock-out Mduse wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe
exazerbierte EAE-Verldufe auf (Lin et al. 2014). Aus diesem Grund scheint eine Erfassung der
Blimp-1-Expression in unseren zukiinftigen Versuchen sinnvoll, um eine differenziertere
Analyse der IL-10-Produktion und -Regulation durch Trl Zellen zu ermdglichen. Neumann et
al. zeigen in ihrer Studie, dass auch Thl Zellen Blimp-1-abhédngig das immunsuppressive
Zytokin IL-10 produzieren konnen. Es wird diskutiert, dass dieser Mechanismus in akuten
Immunreaktionen der Selbstlimitierung dient (Neumann et al. 2014). Daher kann bei unseren
IL-10 Messungen nicht ausgeschlossen werden, dass auch Thl Zellen, die durch die MBP-
Immunisierung aktiviert wurden, zur IL-10-Produktion beitragen.

Eine weitere Mdoglichkeit, um die IL-10-produzierenden Trl Zellen genauer zu detektieren ist
die Verwendung von IL-10-Reportermdusen. Bei Tieren der Linie IL-10-IRES-EGFP (tiger)
kann mittels griin fluoreszierendem Protein die IL-10-Produktion einer Zelle mit Hilfe der
Durchflusszytometrie nachgewiesen werden (Bouabe 2012, Kamanaka et al. 2006). Zukiinftig
wollen wir unser Mausmodell mit dieser Reporterlinie kreuzen, um die Trl-phénotypische
Population noch differenzierter zu analysieren. Unsere bisherigen Analysen zeigen dennoch,
dass ein grofer Teil der transferierten Zellen in den Spendertieren einen CD49b+LAG-3+ Trl-
Phinotyp erwirbt und es ldsst sich aufgrund der beobachteten persistierenden Toleranz
beziiglich der EAE vermuten, dass diese Population an der Aufrechterhaltung der Toleranz
mitwirkt. Anhand der Koexpression der Oberflaichenmarker CD49b und LAG-3 gelang es uns
die Foxp3-CD49b+LAG-3+ T Zellen nicht nur zu farben, sondern mittels Durchflusszytometrie
sogar zu isolieren (Abb.25).

Da die Trl-phénotypischen Zellen in unserem Mausmodell vermutlich fiir die Toleranz von
Bedeutung sind und, wie oben dargestellt, ein groBer Anteil der transferierten T Zellen den Tr1-
Phinotyp erwirbt, wollten wir diese Population auch in den Versuchen ohne Transfer erfassen.
Die Frequenzen der Trl Zellen waren in den Versuchen ohne Vorbehandlung sowie in den
Versuchen mit Immunisierung mit unter 1% kaum detektierbar. Dies macht deutlich, dass nicht
die endogenen T Zellen, sondern vor allem die vormals nicht-toleranten transferierten Zellen
den Tr1-Phénotyp erwerben.

Um anschlieend die Trl-phidnotypischen Zellen genauer zu charakterisieren, wollten wir die

suppressive Kapazitit dieser Population mittels Suppressionsassay liberpriifen. Auch wenn die
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Isolation anhand der Oberflichenmarker CD49b und LAG-3 erfolgreich war (Abb.25), lieferte
der Suppressionsassay aufgrund technischer Probleme keine verwertbaren Ergebnisse: Hierbei
fithrte zunéchst die Farbung der Responder T Zellen mit CellTrace CFSE oder CellTrace Violet
stain auch nach abgeschwichtem Férbeprotokoll zu einem Zelluntergang der Responder T
Zellen. Dariiber hinaus bleibt beziiglich der CD49 und LAG-3 Oberfldchenfarbung unklar, ob
die Féarbung mittels Antikorpern eine eingeschrinkte oder gestorte Funktionalitdt der Trl-
phédnotypischen Zellen zur Folge haben kann. Zukiinftig soll der Versuch mit optimiertem
Féarbeprotokoll der Responder T Zellen wiederholt werden, um eine Aussage iiber die
immunsupprimierende Kapazitit der Trl-phénotypischen Zellen treffen zu konnen.

AbschlieBend ldsst sich zusammenfassen, dass fiir die Auslésung von hepatischer
Autoimmunitdt offenbar verschiedene Mechanismen bedeutend sind. Unsere Ergebnisse zeigen,
dass die isolierte Ausschaltung tolerogener Faktoren nicht fiir eine Induktion von hepatischer
Autoimmunitdt und demnach fiir ein Durchbrechen der hepatischen Toleranz ausreicht. Zwar
konnten wir in Miusen der Linie CRP-MBP x tg4 erhohte Treg-Frequenzen nachweisen; eine
Depletion dieser Population fiihrte jedoch nicht zu Autoimmunitéit. Mdglicherweise scheint die
periphere Induktion von Trl Zellen aus naiven T Zellen ebenfalls eine Rolle in der Persistenz
der hepatischen Toleranz zu spielen. Dariiber hinaus machen unsere Ergebnisse deutlich, dass
die isolierte Hemmung der anti-inflammatorischen Zytokine TGF-B und IL-10 nicht zur
Auslosung von Autoimmunitit fiihrt. Es ist daher davon auszugehen, dass eine Kombination
der genannten Faktoren fiir die Induktion und Persistenz der hepatischen Toleranz

verantwortlich ist.

5.3. Ausblick

Zur weiteren Analyse der relevanten auslosenden Mechanismen von Autoimmunitédt in der
Leber wollen wir zundchst untersuchen, inwiefern die kombinierte Hemmung anti-
inflammatorischer Faktoren (Treg und IL-10 bzw. Trl Zellen und TGF-8) in den CRP-MBP x
tg4 Maiusen hepatische Autoimmunitit auslosen kann. Zu diesem Zweck wollen wir eine in
vivo Treg-Depletion in Méiusen der Linie CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4 sowie der Linie
CRP-MBP x hCD2-AxTRBR II x tg4 durchfiihren und versuchen durch MBP-Immunisierung

eine EAE zu induzieren. Weiterfiihrend wollen wir analysieren, inwiefern das spezifische
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Zytokinmilieu in der Leber die Induktion dieser regulatorischen Zellpopulation begiinstigt. So
ist beispielsweise zu iiberpriifen, welche Rolle IL-6, IL-27 und PD-L1, neben IL-10 und TGF-8,
spielen, die von den verschiedenen leberresidenten Antigen-présentierenden Zellen produziert
bzw. exprimiert werden (Crispe 2014, Matta et al. 2012, Perez et al. 1997, Probst et al. 2005,
Thomson und Knolle 2010, Yu et al. 2004).

Zur weiteren Charakterisierung der Trl-phénotypischen Population, die nach Transfer in den
Spendertieren vorlag, soll zundchst mithilfe eines modifizierten Firbeprotokolls und
anschlieBendem Suppressionsassay die suppressive Kapazitit dieser Zellpopulation in vitro
analysiert werden. Um weiterfiihrend auch die suppressive Kapazitét in vivo zu analysieren,
sollen die transferierten Trl-phinotypischen Zellen wiederum isoliert und in nicht-transgene
Mause transferiert werden, die fiir eine EAE suszeptibel sind. Es gilt dann zu {iberpriifen,
inwiefern die Trl-phédnotypischen Zellen vor einer EAE schiitzen kdnnen. Aus vergangenen
Studien ist bekannt, dass die periphere Induktion von MBP-spezifischen CD4+CD25+Foxp3+
Treg von hepatischer MBP-Expression, nicht aber von MBP-Expression in der Haut abhéngig
ist (Liith et al. 2008). Dementsprechend gilt es zu {iberpriifen, ob die periphere Konversion der
transferierten Trl-phdnotypischen Zellen ebenfalls durch die hepatische MBP-Expression
bedingt ist. Hierfiir sollen Mause der Linie K5-MBP x tg4 als Kontrollgruppe dienen, die das
MBP lediglich in der Haut exprimieren.

Es ist bekannt, dass Thl Zellen, neben Th17 Zellen, fiir die Genese der EAE verantwortlich
sind. In vorherigen Studien im MOG-spezifischen Mausmodell wurde gezeigt, dass durch
adoptiven Transfer von Antigen-spezifischen Thl Zellen und der zusitzlichen Applikation von
Pertussistoxin eine EAE induziert werden kann (Sriram et al. 1982, Jager et al. 2009). Aus
diesem Grund wollen wir iiberpriifen, ob der Transfer von bereits differenzierten Th1l Zellen,
die in vitro mittels IL-12 und anti-IL-4 aus naiven MBP-spezifischen CD4+ T Zellen generiert
werden, in Méausen der Linie CRP-MBP x B10.PL zu einem EAE-Ausbruch fiihrt. Des
Weiteren ist dabei dullerst interessant, ob die bereits differenzierten Thl Zellen in den
Spendertieren durch das hepatisch exprimierte MBP einen tolerogenen Phdnotyp annehmen
kénnen und zu Treg oder Trl Zellen differenzieren. Als weitere Modifikation des
Transferversuchs wollen wir die Spendertiere (tg4) mit MBP/CFA immunisieren, um so eine in
vivo Differenzierung der MBP-spezifischen T Zellen zu erreichen und deren Wirkung und
mogliche weitere Differenzierung in den CRP-MBP Empféngertieren zu analysieren.

Dariiber hinaus soll das Leitzytokin der Trl Zellen, das IL-10, in dieser Population detektiert
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werden. Durch Kreuzung der Spenderlinie tg4 mit IL-10 Reportermdusen der Linie IL-10-
IRES-EGFP (tiger) wollen wir die IL-10-Produktion der transferierten Trl-phénotypischen

Zellen im Durchflusszytometer bestimmen und fiir weitere Transferversuche nutzen.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche Mechanismen auf CD4+ T Zellebene zur
Auslosung von hepatischer Autoimmunitét fiihren und folglich fiir die Durchbrechung von
hepatisch induzierter Toleranz relevant sind. Als Mausmodell fiir unsere Analysen dienten
CRP-MBP x tg4 Maduse, die zusitzlich zum hepatisch exprimierten MBP iiber einen MBP-
spezifischen T Zell-Rezeptor und somit iiber autoreaktive MBP-spezifische T Zellen verfiigen.
Wir konnten zeigen, dass nahezu alle CD4+ T Zellen von Méusen dieser Linie den transgenen
MBP-spezifischen T Zell Rezeptor exprimierten und dass die MBP-spezifischen T Zellen nach
Antigen-spezifischer und unspezifischer in vitro Stimulation pro-inflammatorische Zytokine
wie [FN-y und IL-17 produzieren konnten. Allerdings waren die Méuse weiterhin vor einer
EAE und Leberentziindung geschiitzt, auch nach EAE-Induktion mittels MBP-Immunisierung.
Zudem fanden sich in den CRP-MBP x tg4 Maiusen erhohte Frequenzen MBP-spezifischer
Treg. Nach in vivo Treg-Depletion mittels anti-CD25 Antikdrper (PC-61) waren die Méuse
weiterhin vor einer EAE und Leberentziindung geschiitzt. Ebenso konnte in Maéusen, die
aufgrund TGF-B-insensitiver T Zellen eine defizitidre Induktion von peripheren Treg aufwiesen
(CRP-MBP x hCD2-AxTBR II x tg4), keine EAE oder Leberentziindung induziert werden.
Auch bei defizitirer Wirkung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10, entweder durch
Behandlung mit anti-IL-10-Rezeptor Antikorper oder bei IL-10-insensitiven T Zellen (CRP-
MBP x cd4-DN-IL10R x tg4), iiberdauerte die Toleranz. Da die T Zellen der CRP-MBP x tg4
Maiuse zwar MBP-spezifisch in vitro stimulierbar waren, aber in vivo keine EAE oder
Leberentziindung induzieren konnten, vermuteten wir, dass die endogenen T Zellen durch das
hepatisch exprimierte MBP Toleranz erworben hatten. Um zu untersuchen, ob nicht-tolerante
MBP-spezifische CD4+ T Zellen in Méusen mit hepatisch exprimiertem MBP Toleranz
erwerben, transferierten wir MBP-spezifische CD4+ T Zellen aus tg4 Méausen in CRP-MBP
Mause. Wir konnten zeigen, dass ein grofler Teil der transferierten Zellen einen Trl-&hnlichen
Phénotyp annahm (CD49b+LAG-3+Foxp3-) und somit das hepatisch exprimierte MBP zur
peripheren Induktion einer potenziell anti-inflammatorischen Trl-Population fiihrte. Die
Versuchstiere entwickelten nach Transfer keine EAE, jedoch konnten transient leicht erhohte
Transaminasen und entziindliche Infiltrate in der Leber nachgewiesen werden.

Unsere Befunde machen deutlich, dass die isolierte Hemmung anti-inflammatorischer Zytokine
wie TGF-8 und IL-10 nicht zur Durchbrechung von hepatischer Toleranz ausreicht und nicht

allein Treg fiir die Aufrechterhaltung der Antigen-spezifischen Toleranz verantwortlich sein
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konnen. Dariiber hinaus scheint die periphere Konversion von CD4+ T Zellen zu Trl-
phénotypischen Zellen ein weiterer mdglicher Mechanismus hepatisch induzierter Toleranz zu
sein. Somit ist davon auszugehen, dass eine Kombination der genannten Faktoren fiir die

Induktion und Persistenz der hepatischen Toleranz verantwortlich ist.
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7. Abstract

The liver is able to induce antigen-specific tolerance. Regulatory T cells (Treg) are known to be
important mediators in the process of inducing hepatic tolerance. In a mouse model of
autoimmune neuroinflammation, the Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE), it
was shown that hepatic expression of myelin basic protein (MBP) led to antigen-specific
tolerance and protection from EAE induction. This tolerance was mediated by TGF-3-induced
MBP-specific Treg (Liith et al. 2008).

In this work, we wanted to identify the CD4 T cell mechanisms that are responsible for the
induction of hepatic autoimmunity and consequently for the breakthrough of hepatic tolerance.
In our studies, we used the CRP-MBP x tg4 mouse model that is characterized by autoreactive
MBP-specific T cells due to a transgenic T cell receptor and by MBP expression in the liver.

We hope to provide answers to the following questions:

1. Do CRP-MBP x tg4 mice feature MBP-reactive T cells that recognize MBP in the
central nervous system (CNS) and in the liver and does this result in spontaneous
inflammation in the CNS or the liver?

2. Do these MBP-reactive T cells induce an inflammatory response against MBP in CNS
and liver after EAE induction by immunization with MBP?

3. How important are Treg and the cytokines IL-10 and TGF-B for the emergence and
maintenance of hepatic tolerance?

4. Do naive MBP-specific T cells evolve to either pro-inflammatory T cells (Th1, Th17) or
regulatory T cells (Treg, Trl) after being transfered in mice with hepatic MBP

expression?

Our studies show that CD4 T cells of CRP-MBP x tg4 mice consistently express the transgenic
MBP-specific T cell receptor. Furthermore, the MBP-specific T cells were able to produce pro-
inflammatory cytokines as IFN-y and IL-17 after antigen-specific and non-specific in vitro
stimulation. However, CRP-MBP x tg4 mice were consistently protected from EAE induction.
No inflammatory response was detected in the liver, even after MBP immunization.
Additionally, we found increased MBP-specific Treg frequencies in CRP-MBP x tg4 mice. In
order to examine the importance of Treg for hepatic tolerance, we analyzed CRP-MBP x tg4
mice that had been treated with anti-CD25 antibody (PC-61) for in vivo depletion of Treg. In

these mice no EAE was inducible and there was no inflammatory response in the liver.
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Likewise, CRP-MBP x hCD2-AxTBR II x tg4 mice with impaired peripheral Treg induction
due to TGF-B-insensitive T cells were consistently protected from EAE and inflammation of the
liver.

Hepatic tolerance was also persistent in mice with impaired signalling of the anti-inflammatory
cytokine IL-10: CRP-MBP x tg4 mice treated with anti-IL-10-receptor antibody as well as mice
with IL-10-insensitive T cells CRP-MBP x cd4-DN-IL10R x tg4 showed persistent tolerance.
As T cells of CRP-MBP x tg4 mice were MBP-specific and reactive to stimulation but not
susceptible to EAE or liver inflammation in vivo, we supposed that the endogenous T cells were
consistently tolerant due to the hepatic MBP expression. To exclude potentially confounding
effects due to inherent tolerance of the T cells in these mice, we transferred non-tolerant MBP-
specific CD4 T cells from tg4 mice into mice with hepatic MBP expression (CRP-MBP x
B10.PL). We found that a large proportion of the transferred cells developed a Trl-like-
phenotype (CD49b+LAG-3+Foxp3-), suggesting that hepatic expression of MBP might induce
an anti-inflammatory Trl-population. After cell transfer the mice were protected from EAE.
Concerning liver inflammation we found inflammatory infiltrates in the liver and slightly
elevated transaminases in the blood.

Our findings show that neither the isolated inhibition of anti-inflammatory cytokines, such as
TGF-8 and IL-10, nor Treg impairment alone are sufficient causes for breaking hepatic
tolerance. Moreover, the peripheral conversion of CD4 T cells to Trl-like cells appears to be an
additional mechanism of liver tolerance. However, the exact mechanisms of liver tolerance
remain unclear. We thus suppose that a combination of the mentioned factors is responsible for

induction and persistence of hepatic tolerance.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

AIH Autoimmune Hepatitis

AK Antikorper

ALT Alanin-Aminotransferase

APC Antigen-présentierende Zelle

Blimp-1 B lymphocyte-induced maturation protein 1
BSA Bovines Serumalbumin

CFA Komplettes Freund sches Adjuvans
CFSE Carboxyfluorescein succimidyl ester
CNS Central Nervous System

ConA Concavalin

CRP C-reaktives Protein

CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
CXCL Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand

DC Dendritische Zelle

EAE Experimentelle Autoimmune Enzephalomyeltitis
ELISA Enzyme-linked immunsorbent assay
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FCS Fetales Kélberserum

Foxp3 Forkhead-Box-Protein 3

GARP Glycoprotein A repititions predominant
GFP Green Fluorescent Protein

ICOS Inducible T cell CoStimulator

IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase

IFN Interferon

IL Interleukin

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
iTreg Induzierte regulatorische T Zelle

Jak Janus Kinase

JINK c-Jun N-terminale Kinase

KC Kupfferzelle

Ko Knockout

LAG-3 Lymphocyte-activation gene 3

LAP Latency-Associated Peptide

LPS Lipopolysaccharid

LSEC Sinusoidale Endothelzelle der Leber
MACS Magnet Activated Cell Sorting

MBP Myelin Basisches Protein

MOG Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein
MFI Mittlere Fluoreszenzintensitit

MHC Haupthistokompatibilititskomplex

MS Multiple Sklerose

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

cells
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NPC Nichtparenchymatdse Zellen
nTreg Natiirliche regulatorische Zellen
PBC Primér bilidre Zirrhose

PBS Phosphate Buffered Saline

PD-1 Programmed death-1

PD-L1 Programmed death-ligand 1

PFA Paraformaldehyd

PLP Proteolipid Protein

PMA Phorbon 12-mystrate 13-acetate
PSC Primir sklerosierende Cholangitis
RT Raumtemperatur

SCID Severe combined Immunodeficiency
STAT Signal transducers and activators of transcription
T-bet T-box transcription factor TBX21
TCR T Zell-Rezeptor

TGF-8 Transforming growth factor-§3

Th T Helferzelle

TLR Toll-like Rezeptor

TMB Tetramethylbenzidin

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

Tyk Tyrosin Kinase

ZNS Zentrales Nervensystem
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