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1 Einleitung'

Das Immunsystem ist ein feinreguliertes System aus zelluliren und humoralen
Bestandteilen, dessen Hauptaufgabe es ist, den Organismus einerseits vor Schaden durch
Noxen zu bewahren und ihn dabei andererseits nicht selbst zu schédigen. Die Induktion einer
Immunantwort kann infektios bedingt, z.B. durch Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten,
aber auch nicht-infektios bedingt sein, wie im Rahmen onkologischer und autoimmuner
Erkrankungen. Die Immunantwort spielt sich in Abhingigkeit zur Noxe und zu ihrem
pathogenen Potential auf unterschiedlichen Ebenen ab, die eng miteinander verflochten sind.

Zu unterscheiden ist dabei das angeborene vom erworbenen (adaptiven) Immunsystem.

1.1 Das angeborene Immunsystem

Der angeborene Teil des Immunsystems umfasst neben der Haut, dem Komplementsystem
sowie antimikrobiellen Proteinen (z.B. Defensine) auch von Geburt an zirkulierende und
ortstindige Zellen, die v.a. myeloischen (Granulozyten, Makrophagen, myeloische
dendritische Zellen), aber auch lymphatischen Ursprungs (natiirliche Killerzellen,
lymphatische dendritische Zellen) sind. Die Zellen des angeborenen Immunsystems haben
die Fahigkeit mittels sogenannter Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors, PRRs) korperfremde, molekulare Strukturen auf pathogenen Mikroorganismen zu
erkennen, die evolutionsbiologisch stark konservierte Bestandteile von Bakterien oder Viren
darstellen. Die Effektormechanismen aktivierter Zellen des angeborenen Immunsystems
beinhalten neben der Phagozytose von pathogenen Mikroorganismen auch das Sezernieren
von Zytokinen und Chemokinen, die umliegende Immunzellen aktivieren und diese in die
Immunantwort einbinden konnen. Nach erfolgter Phagozytose und intrazelluldrer
Prozessierung des Pathogens durch antigenpriasentierende Zellen (APZs; z.B. Dendritische
Zellen (DZs) Makrophagen, B-Zellen), erfolgt der wichtige Schritt der Antigenprisentation.
Hierbei werden einzelne Bestandteile des zuvor phagozytierten Pathogens auf der
Zelloberflache der APZ prisentiert. Die Prisentation erfolgt mittels des sogenannten major
histocompatibility complex der Klasse II (MHC-Klasse-II), welcher ein polymorphes

Zelloberflichenprotein darstellt, das in Verbindung mit dem présentierten Antigen von

! Die wesentliche Informationsgrundlage dieses Kapitels bildet Kenneth et al. (2018).: Janeway Immunologie.
Abweichende Quellen sind gesondert angegeben.



Zellen des adaptiven Immunsystems detektiert werden und in der Folge eine Aktivierung
des adaptiven Immunsystem induzieren kann. Durch Modulation des Zytokinmilieus
gestalten APZs dariiber hinaus den immunologischen Fortgang einer Entziindungsreaktion
insofern, als dass Zytokine beispielsweise die Differenzierung von Zellen des adaptiven
Immunsystems induzieren und dabei helfen eine gezielte Inmunantwort zu koordinieren und

zu potenzieren (Iwasaki and Medzhitov, 2010).

1.2 Das adaptive Inmunsystem

Wihrend die angeborene Immunantwort innerhalb weniger Minuten greift und ihre Wirkung
fiir einige Tage entfaltet, setzen die Effektormechanismen des adaptiven Immunsystems
tiberlappend erst nach einigen Tagen ein, insofern es sich nicht um Gedéichtniszellen des
adaptiven Immunsystems handelt, die eine Reexposition durch ein bereits bekanntes Antigen
erfahren (vgl. Kapitel 1.3.5). Im Unterschied zum angeborenen Immunsystem, sind die
Zellen des erworbenen Immunsystems nicht auf unspezifische PAMPs angewiesen, um
Pathogene zu detektieren und aktiviert zu werden, sondern in der Lage durch APZs
présentierte, pathogenspezifische Zellbestandteile zu erkennen und eine ebenso spezifische
Immunantwort zu generieren. Grundlage dafiir sind im Wesentlichen Immunzellen
lymphatischen Ursprungs. Der zellulire Anteil des adaptiven Immunsystems besteht aus
Lymphozyten, wobei man T- und B-Lymphozyten unterscheidet. Diese beiden
Lymphozyten-Spezies unterscheiden sich sowohl funktionell als auch phénotypisch in
Bezug auf die exprimierten Rezeptoren.

B-Zellen sind benannt nach dem Ort ihrer Entstehung, dem Knochenmark (engl.: bone
marrow), wo sie aus pluripotenten Stammzellen bzw. lymphatischen Vorlduferzellen
entstehen. Reife, naive B-Zellen, also B-Zellen, deren Rezeptor vollstindig ausgebildet und
funktionsfahig ist, aber noch keinen Antigenkontakt hatte, wandern aus dem Knochenmark
in die sekunddren lymphatischen Organe und interagieren hier mit anderen Immunzellen,
wie T-Zellen und APZs. Die Bindung eines Antigens an den B-Zellen-Rezeptor (BZR) einer
naiven B-Zelle induziert die Differenzierung der B-Zelle hin zur Plasmazelle, welche
Antikorper (AKs) synthetisieren und sezernieren konnen. Der Aufbau von Antikérpern
entspricht dem des BZR, jedoch sind AKs nicht membranstindig, sondern werden als frei
zirkulierende Proteine sezerniert. Als solche sind sie Teil des humoralen, adaptiven
Immunsystem und kdnnen spezifisch an ein Antigen binden, um dieses zu neutralisieren

oder fiir die Phagozytose durch Makrophagen zu markieren. So potenzieren sie den
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antipathogenen Effekt einer einzelnen, aktivierten B-Zelle. Die Generierung einer
suffizienten humoralen Immunantwort ist die Voraussetzung fiir eine langanhaltende
Immunitat, die idealerweise im Falle einer Reexposition fiir die Eliminierung der Noxe sorgt.
Fir den Aufbau einer suffizienten humoralen Immunantwort sind bestimmte
Subpopulationen T-zelluldrer Helferzellen, die sogenannten Follikuldren T-Helferzellen,
essentiell.

T-Zellen entstehen aus lymphatischen Vorlduferzellen im Knochenmark, jedoch wandern
sie als noch unreife Zellen friih aus dem Knochenmark aus, um in den Thymus zu migrieren,
wo alle weiteren Reifungsprozesse stattfinden. Dieser Prozess der Thymusinvasion ist
namensgebend fiir T-Zellen. Im Thymus reifen die frithen Stadien der T-Zellen, sogenannte
Thymocyten, durch Interaktion mit thymalem Bindegewebe (Thymusstroma) heran. Im
Zuge der Heranreifung bilden Thymocyten einen Antigen-Erkennungsrezeptor aus, den T-
Zell-Rezeptor (TZR). Dieser besteht aus zwei Proteinketten, zumeist aus einer TZR-o.- und
einer TZR-B-Kette (a:f-TZR), und kommt nur membrangebunden vor. Sowohl die a- als
auch die B-Kette enthilt einen konstanten und einen hochvariablen Anteil, wobei letzterer
die Antigenbindungsstelle bildet. Genau wie BZRs, sind auch TZRs interzelluldr
verschieden und hochspezifisch fiir ein bestimmtes Antigen. Eine Besonderheit bei T-Zellen
ist die Expression weiterer Oberflachenrezeptoren durch Interaktion der heranreifenden,
lymphatischen T-Zellen untereinander und mit dem umgebenden Thymusstroma. Dabei
handelt es sich um die Rezeptoren Cluster of differentiation (CD) 4, CD8 sowie um den
TZR-assoziierten Rezeptor CD3. Wihrend CD3 essentiell fiir die Zelloberflichenexpression
des TZR sowie die Signaltransduktion ist, erfiillen CD4 und CDS8 als sogenannte
Korezeptoren eine wichtige Funktion bei der Interaktion von T-Lymphozyten mit MHC-
Molekiilen. Auf reifen T-Zellen wird nur einer der beiden Korezeptoren exprimiert.
Aufgrund der engen funktionellen Assoziation von TZR, CD3 sowie CD4 oder CD8, spricht
man in der Zusammenschau auch vom T-Zell-Rezeptorkomplex (TZRK), welcher zur
Erkennung von Antigenen und zur konsekutiven Aktivierung der T-Zelle dient. Essentiell
fiir die T-zelluldre Reifung und Ausbildung funktionsfahiger Rezeptoren ist die Selektion
der Thymocytenpopulation anhand ihrer Féhigkeit korpereigene Peptidfragmente, die
mittels MHC-Molekiilen auf Thymusepithelzellen priasentiert werden, als solche zu
erkennen, mit ihnen zu interagieren und sie zu tolerieren (positive Selektion).
Demgegeniiber erfolgt im weiteren Reifungsverlauf auch eine negative Selektion, im Zuge
derer alle T-Zellen zugrunde gehen, die zu stark mit kdrpereigenen Peptiden reagieren, also

autoimmun wirken. Diese Selektionsmechanismen, die in dhnlicher Form auch die B-



zelluldre Reifung betrifft, fiihren zu einem Untergang einer Vielzahl an unreifen T- bzw. B-
Zellen, lassen jedoch die verbliebenen Zellen des adaptiven Immunsystem mit einem immer
noch riesigen Repertoire an reifen, naiven T- bzw. B-Zellen zuriick, die gleichermallen
antigenspezifisch und tolerant gegeniiber korpereigenen Strukturen sind.

Voraussetzung fiir eine T-Zell-Aktivierung (Priming) sind neben der Interaktion zwischen
MHC : Antigen-Komplex und TZRK sogenannte costimulatorische Signale, welche von
costimulatorischen Rezeptoren auf APZs ausgehen und zeitgleich zur Antigenprésentation
dargeboten werden miissen (Sharpe, 2009). Die wichtigsten kostimulatorischen Rezeptoren
sind Molekiile der B7-Rezeptor-Gruppe, zu denen CD80 und CD86 gehoren. Diese
Rezeptoren interagieren mit dem CD28-Rezeptor auf T-Zellen und kdnnen als Absicherung
gegen eine zu niederschwellige Aktivierung einer T-Zelle mit der Gefahr von
Autoimmunitdt interpretiert werden. Bei gleichzeitigem Stimulus durch MHC - Antigen-
Komplex und B7-Molekiil werden T-Zellen aktiviert, was eine Proliferation und

Differenzierung des betreffenden T-Zell-Klons hin zu einer T-Effektorzelle induziert.

1.2.1 Imitation der physiologischen T-Zell — Stimulation in vitro

Interessanterweise ldsst sich die physiologische in vivo Stimulation von T-Zellen durch die
in vitro Verwendung von anti-CD3/ anti-CD28 — Antikdrpern imitieren. Diese in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Antikorper erfiillen tiber Bindung an den TZRK (in Form
von CD3) sowie an den kostimulierenden Rezeptor CD28 die ,,Mindestanforderungen* eines
suffizienten T-Zell - Stimulus unter Umgehung einer Antigenprésentation. Dies fiihrt im
Gegensatz zu einer Antigen-spezifischen Stimulation, zu einer Aktivierung aller T-Zellen
innerhalb der Antikorper-behandelten Zellpopulation und kann zu einer besonders guten
Sichtbarkeit von Effektormechanismen fiihren, die innerhalb einer definierten T-Zell —
Subpopulation vorherrschen. In der vorliegenden Arbeit ist dieser Effekt zur Untersuchung

CD4'PD-1" T-Zellen genutzt worden (vgl. Kapitel 3.2.2.4).

1.2.2 Charakteristika von T-Effektor Zellen

Insbesondere CD4" T-Zellen untergliedern sich in eine Vielzahl definierter
Subpopulationen, die sich im Rahmen akuter Immunreaktionen und der immunologischen
Gedéchtnisbildung entwickeln konnen. Erkennt eine naive CD4" T-Zelle im Zuge einer
akuten Immunreaktion ,,ihr Antigen, kommt es bei zusidtzlicher Kostimulation zur
Aktivierung und zu einer massiven klonalen Expansion mit Ausbildung eines

charakteristischen Zytokinprofils, das neben den exprimierten Oberfldchenrezeptoren und



Tanskriptionsfaktoren zur Identifizierung der T-zelluldren Subpopulation genutzt werden
kann (O’Shea and Paul, 2010). Angesichts der besonderen Bedeutung von Tu1-Zellen, Tru-
Zellen und Tregs im Kontext der Charakterisierung von CD4"PD-1" T-Zellen, werden die
differenzierten Subpopulationen von CD4" T-Zellen im Folgenden fokussiert eingefiihrt.
Tul-Zellen entstehen unter dem Einfluss von IL-12 und Interferon-y (IFN-y) und sind
gekennzeichnet durch den Transkriptionsfaktor T-bet, der die Synthese von IFN-y durch
CD4"T-bet" T-Zellen induziert. IFN-y wiederum induziert die Expression von MHC -
Molekiilen auf APZs, aktiviert B-Zellen, Makrophagen, CD8" T-Zellen sowie Tul-Zellen
im Sinne eines positiven Feedbacks, was die Bekdmpfung von intra- und extrazelluldren
Pathogenen ermoglicht (O’Shea and Paul, 2010). Am Beispiel von IFN-y im Kontext einer
Malaria-Infektion ldsst sich die Bedeutung der Balance aus pro- und antiinflammatorischen
Elementen gut verdeutlichen. Wéhrend hohe IFN-y — Spiegel im Blut von Méusen und
Menschen wihrend der Frithphase einer Malariainfektion eine protektive Wirkung
hinsichtlich eines komplizierten Verlaufs aufweisen (D’Ombrain et al., 2008; McCall et al.,
2010; King and Lamb, 2015), konnte gezeigt werden, dass die lokale und iiberméBige
Produktion von IFN-y in einigen Organen gerade den Weg fiir einen komplizierten Verlauf
im Sinne einer zerebralen Malaria ebnet (Villegas-Mendez et al., 2012; King and Lamb,
2015). Im Falle einer insuffizienten Regulation einer Tyl Zell - vermittelten Immunantwort,
kann es zu Autoimmunitit bzw. iiberschieBenden Immunreaktionen im Zuge akuter
Erkrankungen kommen, wie beispielsweise im Rahmen einer P. falciparum - Infektion
(Sharpe and Pauken, 2017; Harty, 2019).

Tu2 Zellen entwickeln sich unter dem Einfluss von IL-4 und sezernieren I1L-4, IL-5 und IL-
13, was die Aktivitdt von eosinophilen und basophilen Granulozyten sowie von Mastzellen
verstirkt. Physiologische und pathophysiologische Bedeutung haben Tu2 Zellen
klassischerweise im Rahmen parasitdrer Erkrankungen und allergischen Erkrankungen
(O’Shea and Paul, 2010; Spolski, Li and Leonard, 2018).

Wihrend sich Tul- und Tx2-Zellen in sekundiren lymphatischen Organen, in peripheren
Geweben und im Blut nachweisen lassen, sind Tru Zellen iiberwiegend ortsstindig in den
Lymphfollikeln sekunddrer lymphatischer Organe. Tru Zellen exprimieren neben dem
Transkriptionsfaktor Bel6 und dem Chemokinrezeptor CXCR-5 auch in hohem Maf3e PD-1
(Vinuesa and Cyster, 2011; Andris et al., 2017). Der Chemokinrezeptor CXCR-5 ist
essentiell fiir die Migration in die Lymphfollikel sekundarer lymphatischer Organe (Haynes
et al., 2007). Sie differenzieren sich aus naiven CD4" T-Zellen unter dem Einfluss von IL-6

und IL-21 und setzen ihrerseits IL-21 frei, wodurch naive B-Zellen aktiviert werden und zu



Antikorper-produzierenden Plasmazellen und Gedichtniszellen differenzieren kdnnen
(Avery et al., 2008; Eivazi et al., 2016). Durch PD-1"" knock out - Versuche konnte gezeigt
werden, dass die PD-1 - Signalachse essentiell ist fiir die Uberlebensdauer von Tru-Zellen
und ausdifferenzierten Plasmazellen sowie eine suffiziente Zytokinsynthese (Good-
Jacobson et al., 2010). Tru Zellen vermitteln wichtige Selektions-, Uberlebens- und
Reifungssignale (Victora and Nussenzweig, 2012) und befinden sich dergestalt an der
Schnittstelle zwischen T- und B-zelluldrer Immunantwort, durch die eine langanhaltende,
humorale Immunitidt generiert werden kann. Umgekehrt steht eine noch nicht gut
verstandene, fehlerhafte Funktionsweise von Tru Zellen bzw. ihrer regulierenden
Gegenspieler, den Follikuldren Regulatorischen (Trr) T-Zellen, im Verdacht, eine
langanhaltende humorale Immunitdt, etwa im Malariakontext, zu behindern (Kurup, Butler

and Harty, 2019a).

1.2.3 Regulierende T-Zellpopulationen und Zytokine

Im Rahmen einer balancierten Immunreaktion kénnen sich naive T-Zellen nicht nur zu
proinflammatorischen Effektorzellen, sondern in vitro unter der Anwesenheit von IL-2 und
Transforming Growth Factor-B (TGF-f) bei gleichzeitiger Abwesenheit von IL-6 auch zu
induzierten Regulatorische T-Zellen (iTregs) differenzieren (Chen et al., 2003; Lohr,
Knoechel and Abbas, 2006). In vivo ist die Population der angeborenen Thymus-abgeleiteten
(tTregs) gegeniiber den peripher induzierten (pTregs) zu unterscheiden, die in dieser Arbeit
gemeinsam unter dem Begriff ,, Tregs* zusammengefasst werden (Fontenot et al., 2005;
Elkord, 2014). Tregs exprimieren auf ihrer Oberfliche neben einigen anderen
Oberflichenrezeptoren CD25 und CTLA-4, die zu einem Teil der regulierenden
Effektormechanismen von Tregs beitragen. Dariiber hinaus exprimieren Tregs den
Transkriptionsfaktor FoxP3, der invers mit CD127 korreliert (Liu et al., 2006), sodass Tregs
in der vorliegenden Arbeit als CD25*CD127 T-Zellen definiert wurden. Wahrend CD25 mit
potentiell proinflammatorischen T-Zellen um IL-2 konkurriert und deren Proliferation
dadurch vermindert, konkurriert der koinhibitorische Rezeptor CTLA-4 um die B7-
Rezeptoren auf APZs, was die fiir eine Aktivierung naiver T-Zellen essentielle
Kostimulation unterbindet. Ein weiterer wichtiger Regulationsmechanismus von Tregs ist
die Sekretion von IL-10, das neben der Regulation der Synthese pro-inflammatorischer
Zytokine auch zur Entstehung von Tregs aus naiven T-Zellen im Sinne einer positiven
Feedbackschleife beitrdagt (Couper, Blount and Riley, 2008; Hsu et al., 2015). Im Gegensatz
zu IFN-y oder IL-4, ist IL-10 nicht kennzeichnend fiir eine bestimmte T-Zell-Subpopulation,



sondern kann potentiell von einer Vielzahl an Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems sezerniert werden. Es kann daher als zellpopulationsunabhingiger
Mechanismus zum Ausgleich pro-inflammatorischer Effekte im Sinne eines negativen
Feedback-Loops interpretiert werden (Couper, Blount and Riley, 2008; Saraiva and
O’Garra, 2010).

Demgegeniiber zeichnet sich die regulierende Zellpopulation der Regulatorischen T-Zellen
Typ 1 (Trl-Zellen), die interessanterweise FoxP3™ ist und damit nicht zu den klassischen
Tregs gehort, durch ein besonders hohes Synthese- und Sezernierungspotenzial von IL-10
aus. Trl-Zellen sind CD4" Gedichtnis - T-Zellen, die im Kontext verschiedener
infektiologischer und autoimmuner Herausforderungen (Bacchetta et al., 1994; Globinska
et al., 2018; Roncarolo et al., 2018) eine wichtige regulierende und toleranzinduzierende
Rolle spielen. Sie werden durch die Anwesenheit von IL-10, insbesondere durch IL-10 von
dendritischen Zellen, induziert (Wakkach et al, 2003; Roncarolo et al, 2018).
Identifizierbar sind Trl Zellen neben dem FoxP3-unabhingigen IL-10 - vermittelten
Regulationspotential durch die Oberflaichenexpression des Koinhibitors LAG-3 (vgl. Kapitel
1.3.3) sowie der Integrin alpha-2 Untereinheit CD49b (Gagliani ef al., 2013; Roncarolo et
al., 2018). Begleitend exprimieren Tr1-Zellen charakteristischerweise PD-1 in hohem Malle,
sodass die Frage einer moglichen Zugehorigkeit der hier untersuchten CD4 PD-1" T-Zellen

zur Population der Tr1-Zellen im Laufe dieser Arbeit diskutiert werden wird.

1.3 Koinhibitorische Rezeptoren

Neben zelluldren und Zytokin-abhéngigen Mechanismen gibt es eine dritte Kategorie
regulierender Faktoren, die im Zuge einer Immunreaktion zur immunologischen Balance
beitrdgt und im Zentrum dieser Arbeit steht. Dies ist die Gruppe der koinhibitorischen
Rezeptoren (Koinhibitoren). Sie umfasst eine ganze Reihe unterschiedlicher Rezeptoren,
von denen in der vorliegenden Arbeit allen voran Programmed Cell Death-1 (PD-1)
untersucht und charakterisiert wurde. Die Identifizierung von Koinhibitoren auf einer
Vielzahl pro- und anti-inflammatorischer Effektorzellen als induzierbare, dynamische
Gegenspieler zu pro-inflammatorischen Faktoren im Rahmen einer Immunreaktion, hat
innerhalb der letzten 30 Jahre ein immenses Forschungsfeld er6ffnet. Die Erforschung der
Beteiligung von Koinhibitoren, insbesondere von PD-1 und CTLA-4, an der (Dys-)
Regulation der Immunreaktion im Rahmen autoimmuner, onkologischer und infektioser

Erkrankungen ist ein gutes Beispiel fiir die Erfolge immunologischer Forschung. Diese hat
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seit einigen Jahren nicht nur unter dem Schlagwort der ,,Checkpointinhibitoren* Eingang in
zahlreiche onkologische Therapieleitlinien erhalten, sondern fiihrte 2018 auch zur
Verleihung des Nobelpreises fliir Medizin an die Erstbeschreiber von PD-1 und CTLA-4,
James P. Allison und Tasuku Honjo (Lenzen-Schulte, Martina; Grunert, 2018). Trotz dieser
ermutigenden Entwicklung, fiihren viele immun-onkologische Therapieregime zu keiner
langfristigen Remission und konnen in Einzelfdllen schwere Autoimmunerkrankungs-
dahnliche Nebenwirkungen verursachen, die zu neuen klinischen Herausforderungen fiihren
und die Notwendigkeit eines besseren Verstindnis koinhibitorischer Rezeptoren aufzeigen
(Braun et al, 2020). Vor diesem Hintergrund und mit Blick auf die Relevanz
koinhibitorischer Rezeptoren iiber den onkologischen Kontext hinaus, ist in dieser Arbeit
der Versuch gemacht worden, eine phénotypische, funktionelle und mechanistische
Charakterisierung von CD4'PD-1" T-Zellen aus dem Blut gesunder Menschen
durchzufithren. Dazu sind weitere Koinhibitoren (CTLA-4, LAG-3, Tim-3), die in
unterschiedlichen immunologischen Settings mit PD-1 koexprimiert werden (Attanasio and
Wherry, 2016), vor dem Hintergrund der Frage einer moglichen Koexpression auf CD4 "PD-

1" T-Zellen im Blut gesunder Menschen untersucht worden.

1.3.1 PD-1

Der Koinhibitor PD-1, auch CD279, gehort zur Immunoglobulin-Superfamilie (Ig-SF). Als
koinhibitorischer Rezeptor entfaltet PD-1 durch Interaktion mit einem seiner beiden
Liganden (PD-L), Programmed Death Ligand-1 (PD-L1) und Programmed Death Ligand-
2 (PD-L2), eine regulatorische Wirkung (Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001). PD-
1 wird im gesunden Organismus auf naiven T-Zellen kaum exprimiert, aber in der Frithphase
einer Immunreaktion auf aktivierten Immunzellen hochreguliert (Agata et al, 1996;
Chemnitz et al., 2004). Dieser Effekt ist am besten bei T-Zellen bzw. den T-zelluldren
Subformen untersucht. Dariiber hinaus wird PD-1 aber auch auf anderen Zellarten, wie B-
Zellen, NK-Zellen, einigen myeloiden Zellpopulationen (Makrophagen, Dendritischen
Zellen (DZ)) sowie einigen Tumorzelllinien aktivierungsabhingig exprimiert (Agata et al.,
1996; Freeman et al., 2000; Yamazaki ef al., 2002; Francisco, Sage and Sharpe, 2010; Riella,
2012). Wéhrend PD-L1 (auch B7-H1 oder CD274) konstitutiv auf einer Vielzahl von
hidmatopoetischen Zellen (T- und B-Zellen, APZ) und nicht-hdmatopoetischen Geweben
(z.B. Endothel und pankreatische Langerhans-Inseln) exprimiert wird, ist PD-L2 (auch B7-
DC oder CD273) vor allem im Rahmen von Entziindungen auf APZs nachweisbar. Bei

beiden PD-1-Liganden ldsst sich eine deutliche Zunahme der Expression bei Beteiligung der



Liganden-exprimierenden Zellen an einer Entziindungsreaktion induzieren. IFN-y induziert
in besonderem Mafle PD-L1. Dariiber hinaus werden beide PD-1-Liganden ebenfalls von
einigen Tumorzelllinien exprimiert, was bereits seit einigen Jahren als Therapieansatz im
Rahmen onkologischer Therapieverfahren genutzt wird (Freeman et al., 2000; Latchman et
al.,2001; Yu et al., 2016; Dyck and Mills, 2017).

Der Kontext, in dem die PD-1 — Signalachse (und andere Koinhibitoren) betrachtet wird, ist
essentiell fiir das Verstindnis moglicher pathophysiologischer und therapeutischer
Ankniipfpunkte. Wéhrend eine Signalminderung der PD-1-Signalachse hdufig zu einer
verbesserten Kontrolle infektidser und onkologischer Erkrankungen fithren kann (Barber et
al., 2006a; Lazar-Molnar et al., 2008; Phares et al., 2009; Rao et al., 2017), liegt in der
verminderten ~ PD-1:PD-L  vermittelten  Signaltransduktion im Rahmen von
Autoimmunerkrankungen gerade ein moglicher Pathomechanismus (Attanasio and Wherry,
2016). Die molekularen Mechanismen, mittels derer die PD-1-Signalachse ihre
regulatorische Funktion ausiibt, sind nur teilweise verstanden und beziehen sich zu groflen
Teilen auf Studien zu T-Zellen. Bekannt ist, dass PD-1 ein aus 288 Aminosiuren
bestehendes Transmembranprotein ist, das eine extrazellulire Domédne mit
einer Immunglobolin-dhnlichen (Ig-/ike) variablen Doméne (IgV) besitzt (Keir et al., 2008).
Der zytoplasmatische Rezeptoranteil enthdlt ein immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif (ITIM) und ein immunoreceptor tyrosine-based switch motif (ITSM). Interagiert PD-
1 mit einem seiner Liganden, werden diese beiden Thyrosinreste phosphoryliert, was die
Bindung von Thyrosin-Phosphatasen, wie Homology 2 Domain Containing Phosphatase 2
(SHP2), induziert. So gebundenes SHP2 ist in der Lage, intrazellulire, proinflammatorische
Signalkaskaden zu inhibieren, die durch die Aktivierung des TZR und von CD28 induziert
werden. In der Summe fiihren diese PD-1-vermittelten Signalalterationen zu weniger T-Zell-
Aktivierung, -Proliferation und -Uberleben sowie zu einer verinderten Zytokinausschiittung
(Chemnitz et al., 2004; Nikolaos Patsoukis, Julia Brown, Victoria Petkova, Fang Liu, Lequn
Li, 2012; Yokosuka et al., 2012). Wéhrend diese molekularen Befunde erkldren konnen, wie
die PD-1-Signalachse regulatorisch auf die Zelle wirkt, die PD-1 oder seine Liganden
exprimiert (zellintrinsisch), ist unklar, ob und wie die Expression von PD-1 einer Zelle auch
regulatorisch auf andere Immunzellen, im Sinne eines Treg-&hnlichen, zellextrinsischen

Mechanismus wirkt.



1.3.2 CTLA-4

CTLA-4 gehort ebenfalls zur Immunglobulin-Superfamilie und wird auf aktivierten T-
Zellen und konstitutiv auf FoxP3" Tregs exprimiert (Rudd, Taylor and Schneider, 2009).
Der Koinhibitor liegt zu 90% in intrazelluldren Vesikeln vor und wird TZR- und CD28-
aktivierungsabhingig mittels Exozytose an die Zelloberfliche mobilisiert und exprimiert
(Linsley et al., 1996). Die genauen Mechanismen der Endo- und Exozytose sind nur
teilweise verstanden (Shiratori et al., 1997; Schneider et al., 1999), jedoch wird der
fortwéhrende Wechsel zwischen Oberflachenexpression und Internalisation als dynamischer
Regulationsmechanismus der CTLA-4-Funktion interpretiert. Die regulierenden, CTLA-4-
assoziierten Effekte entfaltet der Rezeptor, in dem er als Homodimer oberflachlich
exprimiert wird. Die Effekte lassen sich in zellintrinsische- und extrinsische Mechanismen
unterteilen. Intrinsische Mechanismen beinhalten die Rekrutierung und Manipulation von
intrazelluldren Signalmolekiilen, die in anti-inflammatorische Signalkaskaden eingebunden
sind, wie die Serin/ Threonin Phosphatase PP2A, SHP-2 und Ubiquitin-Ligasen (Rudd,
Taylor and Schneider, 2009). Extrinsische Mechanismen sind im Sinne einer kompetitiven
Bindung an CD80 und CD86 mit einer hoheren Aviditit als CD28 untersucht, was die B7-
Rezeptor-vermittelten, kostimulierenden Signale im Rahmen der T-Zellaktivierung
unterbindet (Walunas, Bakker and Bluestone, 1996; Collins et al., 2002; Egen, Kuhns and
Allison, 2002). Auch die ,,mechanische‘ Entfernung der genannten B7-Rezeptoren im Sinne
einer trans-Endozytose ist beschrieben (Qureshi et al, 2011). Auf Grundlage dieser
Mechanismen kommt es zu einer Hemmung des Zellzyklus mit Verminderung der IL-2-
Sekretion- und Rezeptor-Expression, zu einer geringeren Sensitivitdt gegentiber der CD28-
abhingigen Zellaktivierung sowie zu einer verminderten Proliferation (Krummel and
Allison, 1996). Als wichtiger Faktor der Induktion peripherer Toleranz ist CTLA-4
inzwischen ein wichtiges Zielmolekiil zum pathophysiologischen Verstdndnis autoimmuner,
infektiologischer und onkologischer Erkrankungen geworden, was im Rahmen
verschiedener onkologischer Erkrankungen bereits die therapeutische Manipulation von

CTLA-4 ermoglicht hat (Rowshanravan, Halliday and Sansom, 2017).

1.3.3 LAG-3

LAG-3 (auch CD223) ist ein koinhibitorischer, transmembrandser Rezeptor, der eng mit
dem costimulatorischen Rezeptor CD4 verwandt ist (Triebel et al., 1990). LAG-3 ist bei
naiven T-Zellen groBtenteils intrazelluldr lokalisiert und wird etwa 24 Stunden nach

Zellaktivierung auf der Zelloberfldche exprimiert. Seine regulatorische Funktion entfaltet
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LAG-3 in rdumlicher Assoziation zum TZRK. Wéihrend die genauen molekularen
Mechanismen noch Forschungsgegenstand bleiben, ist bereits beschrieben, dass die
zytoplasmatische Rezeptordoméne drei interindividuell hochgradig konservierte Regionen
aufweist, von denen das KIEELE-Motiv essentiell fiir die regulierende Wirkung von LAG-
3 auf aktivierte CD4" T-Zellen ist (Workman, Dugger and Vignali, 2002). Genau wie CD4,
bindet auch LAG-3 an MHC-II, allerdings mit einer hoheren Affinitdt und Aviditét (Baixeras
etal., 1992). Ahnlich wie CTLA-4 bindet auch LAG-3 seinen potentiell zur Stimulation von
T-Zellen geeigneten Liganden, MHC-II, um die nachfolgende Zellaktivierung zu
supprimieren. Die Expression von LAG-3 konnte bislang auf aktivierten T- und B-
Lymphozyten, NK-Zellen sowie auf plasmoiden DZs gezeigt werden (Baixeras ef al., 1992;
Huard et al., 1994; Kisielow et al., 2005; Workman et al., 2009). Zudem wird LAG-3 auch
auf Tregs exprimiert und trdgt zum regulierenden Potential bei, was anhand einer
verminderten Treg-abhiingigen Regulationsfihigkeit in LAG-3-defizienten (LAG-37")
Maiusen gezeigt werden konnte (Huang et al., 2004). Im Non Obese Diabetic (NOD)-Maus
— Modell, anhand dessen der Diabetes Typ 1 erforscht wird, zeigten mittels anti-LAG-3-
Antikorper manipulierte Méuse ein fritheres Auftreten mit schwererem Verlauf der
Erkrankung (Bettini ef al., 2011). Auch im onkologischen und infektiologischen Kontext
bleibt LAG-3 aufgrund seiner regulierenden Eigenschaften Forschungsgegenstand. So wird
LAG-3 beispielsweise vermehrt auf CD4" T-Zellen im Rahmen durch P. falciparum
verursachten Malariainfektion exprimiert und zudem mit PD-1 koexprimiert, wobei eine
AntikOrper-vermittelte LAG-3- und PD-L1 — Inhibierung zu einer verbesserter T-Zell-
Funktion und Parasiten-Kontrolle fiihrte (Butler et al., 2012). Dazu passend konnte auch
innerhalb unserer Arbeitsgruppe eine vermehrte LAG-3- (und Tim-3-) Expression auf
CD4" T Zellen im Rahmen einer Malariainfektion mit leichtem klinischem Verlauf

detektiert werden (Abel et al., 2018).

1.3.4 Tim-3

Tim-3 (auch CD366) ist ein koinhibitorisches Molekiil, das zur Tim-Rezeptorfamilie gehort,
zu der im menschlichen Organismus mit Tim-1 und Tim-4 noch zwei weitere Rezeptoren
gehoren. Exprimiert wird der Rezeptor auf Zellen des angeborenen Immunsystems (z.B.
Makrophagen, DZs, Mastzellen) sowie auf aktivierten und ausdifferenzierten Zellen des
adaptiven Immunsystems, z.B. CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen, Tregs (Hastings et al., 2009;
Anderson, Joller and Kuchroo, 2016). Verschiedene Studien deuten auf eine

immunregulatorische Rolle von Tim-3 hin. So fiihrte einerseits eine antikorpervermittelte
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Tim-3-Inhibierung im Tierversuch zu einer hyperakut-exazerbierten Experimentell-
Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) durch eine iiberschieBende Makrophagen-Aktivitit
(Monney et al., 2002) und andererseits die Applikation von gelostem Tim-3 zu einer
iiberschieBenden T-Zell-Aktivitdit mit Hypersekretion von IFN-y und ausbleibender
Entwicklung einer suffizienten peripheren Toleranz (Sabatos et al., 2003). Tim-3 scheint
also die Tul-zelluldire Immunantwort zu regulieren. Dazu passt, dass CD8" T-Zellen von
Maiusen, die mit dem Lymphozytire Choriomeningitis — Virus (LCMV) infiziert sind,
weniger Tul-abhédngige Zytokine, wie IL-2, TNF-a und IFN-y, sezernieren (Jin et al., 2010).
Interessanterweise fanden Jin et al. eine besonders eingeschrinkte Zytokinsuppression bei
T-Zellen, die PD1 und Tim-3 koexprimierten. Mdglicherweise induzieren verschiedene
Rezeptoren die Funktionen von Tim-3, in jedem Fall sind mehrere Liganden identifiziert.
Der am haufigsten zitierte Ligand in diesem Zusammenhang ist das C-Typ Lectin Galactin-
9, das in Verbindung mit Tim-3 zu einer Suppression der Tu1-Zell-Antwort und zum Zelltod

fithrt (Zhu et al., 2005).

1.3.5 Differenzierung von T-Effektorzellen

Nach der Aktivierung einer T-Zelle durch eine antigenprésentierende Zelle, kommt es zur
Proliferation des T-Zell — Klons sowie zur Differenzierung in T-zelluldre Subpopulationen.
Ist die Noxe erfolgreich bekdmpft worden, kommt es zur sogenannten Kontraktionsphase,
in der ein GroBteil der entstandenen T-Effektorzellen in den programmierten Zelltod eintritt,
wobei ein kleiner Teil dieser antigenspezifischen T-Zellen erhalten bleibt. Diese
sogenannten Gedachtnis T-Zellen (Memory T cells; Tmem Zellen) verbleiben im Vergleich
zu den naiven T-Zellen, von denen sie abstammen, in groerer Zahl im Korper, erreichen
eine breitere Verteilung im Korper und kénnen im Falle einer erneuten Konfrontation mit
demselben Antigen schneller T-Effektorfunktionen ausiiben, um eine ziigige Kontrolle liber
die Noxe zu bekommen (Masopust and Schenkel, 2013).

Gelingt es nicht das Antigen wirksam zu bekdmpfen und bleibt der Stimulus dadurch
dauerhaft (chronisch) erhalten, kann es zum Phidnomen der T-Zell — Erschopfung (7 cell
exhaustion) kommen. Erschopfte T-Zellen (exhausted T cells,; Tex Zellen) sind {iberwiegend
im Kontext chronisch-infektioser und onkologischer Erkrankungen beschrieben. Die
liberwiegende Mehrheit der Studien bezieht sich zudem auf CD8" T-Zellen, obwohl dieser
Zustand auch bei CD4" T-Zellen vorkommt (E. John Wherry and Kurachi, 2015). Tex Zellen
exprimieren eine Vielzahl an Koinhibitoren, wobei die die Expression des Koinhibitors PD-

1 ein wesentliches Merkmal von Tgx Zellen ist, der neben den anderen, hiufig
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koexprimierten Koinhibitoren CTLA-4, LAG-3 und Tim-3, zu den am besten untersuchten
Rezeptoren in diesem Zusammenhang zdhlt. Tex Zellen zeichnen sich durch ein
vermindertes  Proliferationspotential sowie ein von nicht-erschopften T-Zellen
unterscheidbares Zytokinprofil auf Grundlage eines verdnderten Transkriptoms aus
(Crawford et al., 2014). Charakteristischerweise kommt es bei CD4" Tgx Zellen zu einer
verminderten Synthese von IL-2, IFN-y und TNF-a und gleichzeitig zu einer vermehrten
Synthese von IL-10 und IL-21 (Wherry, 2011; Crawford et al., 2014). Ein Teil der
Effektorfunktionen von T.« Zellen bleibt jedoch erhalten, weswegen dieser Zustand als
funktioneller Kompromiss zwischen der Bekdmpfung einer Noxe und dem Schutz des
Organismus vor langfristigen immunpathologischen Prozessen interpretiert wird. Wéahrend
die Schwichung der T-Effektorantwort dergestalt ein physiologischer Mechanismus im
Sinne des Wirts ist, kann dieses Phdnomen ebenfalls von Erregern oder Tumorzellen
,,vereinnahmt® und induziert werden zum Schutz vor Abwehrmechanismen. Tgx Zellen im
Rahmen bestimmter Krankheitsbilder zu identifizieren kann daher interessant sein, da sich
thr T-Effektorniveau und damit ihre Fihigkeit ein Antigen zu eliminieren durch
medikamentdse Inhibierung der exprimierten Koinhibitoren verbessern lassen kann

(Attanasio and Wherry, 2016; Catakovic et al., 2017; Jubel et al., 2020).
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1.4 Malaria

Obschon der eigentliche Fokus dieser Arbeit auf der Charakterisierung von CD4"PD-1" T-
Zellen aus dem Blut gesunder Menschen liegt, ist ihr Ausgangsbefund (Mackroth et al.,
2016; Abel et al., 2018) und die daraus resultierende Fragestellung (vgl. Kapitel 1.5) im
Rahmen der Erforschung von CD4" T-Zellen im Verlauf einer Malariaerkrankung
entstanden. Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit eine exemplarische
Phédnotypisierung von CD4"PD-1" T-Zellen, CD4" T-Zellen und Tregs eines
Malariaerkrankten integriert (vgl. Kapitel 1.5 und 4.3.5). Im Folgenden soll daher ein
Uberblick iiber die Malariainfektion sowie die Rolle von CD4" T-Zellen im Rahmen einer

Malariaerkrankung gegeben werden.

1.4.1 Epidemiologie und Klinik

Malaria ist eine der haufigsten, infektiosen Erkrankungen weltweit und wird durch einzellige
Parasiten aus der Gattung der Plasmodien ausgeldost. 2019 erkrankten 229 Millionen
Menschen an Malaria, von denen 409.000 Menschen verstarben. Die grofite Gruppe
innerhalb der Verstorbenen weltweit stellen Kinder unter 5 Jahren dar, wobei die
Plasmodienart P. falciparum weltweit am haufigsten zu einem letalen Verlauf fithrt (World
Health Organization, 2020).

Zur Ubertragung von Malariaerregern kommt es durch den Stich einer weiblichen
Anopheles-Miicke. Hierdurch gelangen Plasmodium-Sporozoiten aus den Haut- und
Unterhautschichten liber die Blutstrombahn in die Leber, wo sie Hepatozyten infizieren und
sich vermehren und differenzieren. Dieser Teil der Infektion wird als ,,Leberphase®
bezeichnet, dauert mehrere Tage an und verlduft ohne klinische Beschwerden. Als
vereinzelte Merozoiten oder als Parasitenverband im Merosom gelangen die Plasmodien
schlieBlich zuriick in die Blutstrombahn, infizieren Erythrozyten, vermehren sich dort und
sorgen erst in dieser zweiten Phase der Erkrankung, der ,Blutphase®, fiir klinische
Symptome.

Die klinische Manifestation einer Infektion mit P. falciparum kann mild verlaufen mit
periodischem oder kontinuierlichem Fieber, allgemeinem Krankheitsgefiihl und
unspezifischen Symptomen, wie gastrointestinalen oder respiratorischen Beschwerden. Es
kann zu einem Ikterus kommen, laborchemisch kann sich eine milde, meist normochrome,
normozytire Andmie zeigen. Ein schwerer Verlauf manifestiert sich anhand von

Bewusstseinseintriibung bis hin zu Koma (z.B. als Ausdruck einer zerebralen Malaria), einer
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metabolischen Azidose, schwerer Andmie, Hypoglykdmie, akutem Nierenversagen und/
oder akutem Lungenversagen. Die Prognose einer unbehandelten, schweren
Malariainfektion ist schlecht (Bartoloni and Zammarchi, 2012).

Im dicken Tropfen, dem Standard-Diagnostikum einer Malariainfektion, konnen sich bei
leichten Verldufen frilhe Formen der von Merozoiten befallenen Erythrozyten
(Trophozoiten) zeigen, wihrend sich in hohem Malle von Merozoiten befallene
Erythrozyten als Zeichen der stattgehabten intrazelluldren Vermehrung (Schizonten) eher
selten darstellen lassen. Dem gegeniiber treten Schizonten bei schweren Verlaufsformen

einer P. falciparum — Malariainfektion gehéuft auf.

1.4.2 CD4"T-Zellen im Rahmen einer Malariainfektion

Zur Kontrolle einer Malaria-Infektion sind die zellulire und humorale Immunantwort
essentiell. An der Schnittstelle zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem, sowie
innerhalb des adaptiven Immunsystems zwischen T- und B-zelluldrer Immunantwort,
befinden sich CD4" T-Zellen. Eine adiquate Aktivierung und Differenzierung
antigenspezifischer CD4" T-Zellen (und CD8" T-Zellen) ist durch den komplexen
Lebenszyklus von Plasmodien, der sich zunichst in der Leber und dann in Erythrozyten und
damit in duBerst tolerogenen Geweben abspielt, erschwert und fiihrt zu einer groflen Vielfalt
differenzierter CD4" T-Effektorzellen, deren Zusammenspiel erst langsam verstanden wird.
Das Priming naiver T-Zellen geschieht {iberwiegend in der Blutphase der Erkrankung, da
Plasmodien zundchst vom tolerogenen Milieu der Leber, von der initial geringen
Parasitenlast sowie von der insgesamt kurzen Verweildauer in der Leber profitieren. Dies
fiihrt im Zuge einer Erstinfektion zu einer ungeniigenden initialen Immunantwort. Da
Erythrozyten keine MHC-Molekiile exprimieren, wird ein Grofiteil der Immunantwort
zudem erst nach der Lyse der Erythrozyten induziert, was klinisch mit Fieberschiiben und
den zuvor beschriebenen Symptomen einhergehen kann.

Die Aktivierung von CD4" T-Zellen erfolgt durch antigenpriasentierende DZ. Die
Antigenerkennung sowie ein spezifisches, IL-12-, IL-6- und IL-21 - gefiihrtes
Zytokinmilieu tragen zu einer Differenzierung zu Tul Zellen und Tru-Zellen bei (G6tz et
al., 2017; Salles et al., 2017). Die Tul Zell — vermittelte vermehrte Sekretion von IFN-y
potenziert die Aktivierung von Makrophagen, was zu einer vermehrten Synthese von TNF-
a und zur Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies fiihrt, die Plasmodien-toxisch wirken.
IFN-y ist ein Beispiel flir die Wichtigkeit der Balance einer akuten Immunantwort. In

murinen und humanen Studien konnte eine protektive Wirkung eines frithen, erhdhten IFN-
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v— Serumspiegels hinsichtlich der Ausbildung von schweren Verldufen gezeigt werden (Luty
et al., 1999; Mitchell et al., 2005; D’Ombrain et al., 2008; McCall et al., 2010). Im
fortgeschrittenen Verlauf potenziert IFN-y die Immunreaktion gegen sequestrierte infizierte
Erythrozyten im Rahmen einer zerebralen Malaria jedoch und tragt dergestalt zur
Pathophysiologie eines schweren Verlaufs bei (Steeg et al., 2009a; Hafalla et al., 2012;
Villegas-Mendez et al., 2012). Charakteristika eines schweren Verlaufs sind eine
iiberschieBende pro-inflammatorische Immunantwort sowie die Sequestrierung von
infizierten Erythrozyten in den Kapillaren der Zielorganen. Hierdurch kommt es bei der
zerebralen Malaria nicht nur durch den GefaB3verschluss, sondern auch durch die lokale
Inflammation mit Verletzung der Blut-Hirn-Schranke zu schweren neurologischen
Austillen bis hin zum Koma (Ryg-Cornejo ef al., 2016a). Die genauen Ursachen fiir milde
bzw. schwere Verldufe von P. falciparum - Infektionen sind ungeniigend verstanden. Dass
die humorale Immunantwort dabei eine wichtige Rolle spielt, konnte anhand des passiven
Serumtransfers von klinisch-immunen Erwachsenen zu schwer erkrankten Kindern gezeigt
werden, der zur rapiden Besserung der klinischen Beschwerden fiihrte (Cohen, McGregor
and Carrington, 1961; McGregor, 1964). Allerdings kommt es bereits innerhalb von Wochen
bis Monaten ohne erneute Antigenexposition durch die Generierung von kurzlebigen
Plasmazellen zu einem Verlust der humoralen Immunantwort (Crompton ef al., 2010; Ryg-
Cornejo, Ly and Hansen, 2016). Zudem kommt es bei Menschen, die hdufig an einer
Malariainfektion erkranken zur Ausbildung von atypischen Geddchtnis B-Zellen, die eine
Vielzahl an Koinhibitoren exprimieren und dergestalt phénotypische und funktionelle
Merkmale aufweisen, die mit dem Erschépfungsphdnomen von T-Zellen (vgl. Kapitel 1.3.5)
vergleichbar sind. Hinsichtlich der Frage nach der Entstehung einer dysfunktionalen
humoralen Immunantwort hat die Rolle der Tru-Zellen in den letzten Jahren zunehmend an
Bedeutung gewonnen.

Tru-Zellen aktivieren im Keimzentrum sekundérer lymphatischer Organe B-Zellen und
induzieren tiiber die Sekretion von IL-21 und IL-4 die Reifung und den B-zelluldren
Antikorper-Klassenwechsel, was letztlich die humorale Immunantwort ermoglicht. Dabei
exprimieren Tru-Zellen die Aktivierungsmarker inducible costimulator (ICOS) und PD-1,
die jeweils essentiell sind fiir die Migration und Differenzierung von Tru-Zellen sowie die
Reife-Induktion ihrer B-zellzelluldiren Partnerzellen. Im Rahmen einer akuten
Malariainfektion kommt es zur Proliferation von CD4"CXCR-5"PD-1" Tgu-Zellen, das
Auftreten von CD4"CXCR-5"PD-17(Bc¢l6) Tru-Zellen nach iiberstandener Infektion ist,

dhnlich wie bei vielen Viruserkranken, Ausdruck einer Differenzierung zu Gedéchtnis Trn
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Zellen (Hale et al., 2013; Ryg-Cornejo et al., 2016a; Zander et al., 2017; Kurup, Butler and
Harty, 2019b). Die Expression von PD-1 auf CXCR-5" Teu-Zellen korreliert mit einer
regelrechten Aktivierung, Differenzierung und Expansion sowie mit einer intakten
Interaktion zwischen Tru- und B-Zellen im Rahmen einer akuten Immunantwort. Im Zuge
einer chronischen Plasmodien-Exposition hingegen scheint die Expression von PD-1 und
weiteren Koinhibitoren, wie LAG-3, mit einer Beeintrdchtigung der Proliferation und
Funktion von Tru-Zellen einherzugehen, was die regelrechte Ausbildung einer
langanhaltenden, sterilen Immunitit durch funktionsfahige Gedichtnis B-Zellen behindert
(Butler et al., 2012; Ryg-Cornejo et al., 2016b).

Die Rolle der hier skizzierten T-Zellpopulationen im Rahmen einer Malariainfektion, deren
Effektorfunktionen unter der dynamischen Regulation von Koinhibitoren, insbesondere PD-
1, stehen, verdeutlicht die Komplexitit der Einstellung einer immunologischen Balance.
Dariiber hinaus dient dieser Hintergrund auch als Einordnung der Relevanz der vorliegenden
Arbeit, die versucht durch die Analyse der Rolle von CD4"PD-1" T-Zellen im Blut gesunder
Menschen dazu beizutragen, die Rolle von CD4PD-1" T-Zellen im Kontext vielfdltiger

immunologischer Herausforderungen besser zu verstehen.
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Regulation einer Immunantwort ist von herausragender Bedeutung fiir den
menschlichen Organismus. Dazu dienen neben spezialisierten Immunzellpopulationen und
immunsupprimierenden  Zytokinen, auch koinhibitorische Rezeptoren, die von
verschiedenen Effektorzellen zur zellintrinsischen Regulation exprimiert werden konnen. Im
Rahmen einer Malariainfektion mit P. falciparum konnte gezeigt werden, dass CD4'PD1*
T-Zellen in der Lage sind, antigenspezifisch-stimulierte CD4" T-Zellen auf eine
zellextrinsische Weise zu regulieren (Mackroth et al., 2016). Hieraus ergibt sich die
Fragestellung, ob die Expression von PD-1 auf CD4" T-Zellen nicht nur Ausdruck einer
zellintrinsischen Regulation ist, sondern ob sich CD4" T-Zellen zudem durch die Expression
von PD-1 potentiell in der Lage versetzen konnen, auf Treg-dhnliche Weise andere
Immunzellen zu regulieren und damit eine neue, induzierbar-regulatorische Zellpopulation
darstellen. Vor diesem Hintergrund ist die extrinsisch-regulatorische Féhigkeit von
CD4'PD1" T-Zellen aus Vollblutproben gesunder Menschen reevaluiert worden. Zur
Aufdeckung eines universellen, induzierbaren und antigenunabhingigen Mechanismus, ist
auf eine antigenspezifische Stimulation zugunsten einer CD3/ CD28 — abhingigen,
beadbasierten T-Zell - Stimulation zuriickgegriffen worden. Um zytokinabhéngige,
regulierende Mechanismen zu ermitteln, sind die Uberstinde der Suppressionsassays
hinsichtlich der Konzentrationen von IL-2, IL-10, IFN-y und TNF-a untersucht worden.

In einem zweiten Teil der Arbeit ist eine phénotypische Charakterisierung von
unstimulierten CD4"PD1" T-Zellen aus dem Vollblut gesunder Menschen zum besseren
Verstindnis ihres Ursprungs erfolgt. Hierzu ist die Expression weiterer Koinhibitoren
(CTLA-4, LAG-3, Tim-3) analysiert worden. Angesichts der Tatsache, dass Tru-Zellen sich
durch die Expression von PD-1 auszeichnen, ist zudem der Anteil CXCR-5 exprimierender
CD4'PD1" T-Zellen und damit der Anteil an Tru-Zellen innerhalb der Population
CD4"PD1" T-Zellen quantifiziert worden.

Die parallele Anwendung der skizzierten Untersuchungen auf Tregs und CD4" T-Zellen
diente der Referenzierung, um die Befunde hinsichtlich des suppressiven Potentials, des
Zytokinprofils sowie des phianotypischen Profils von CD4"PD1" T-Zellen besser einordnen
zu konnen. AbschlieBend wurde durch die exemplarische Analyse der Blutprobe eines an
Malaria erkrankten Probanden ein Ausblick auf phénotypische Unterschiede zwischen
CD4'PD1" T-Zellen eines Gesunden und eines mit P. falciparum infizierten Menschen

gegeben.
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2 Material

2.1 Laborgerite

Tabelle 1: Verwendete Laborgerite

Gerite

Hersteller

Sterile Arbeitsbank ,,LaminAir HB2448*
Pipetten

Pipettierhilfe ,,Pipetus* Pipettierhilfe

Pipettierhilfe ,,Multipette plus*
Vortex ,,V-1 plus*
Zentrifuge ,,Heraeus Multifuge X3R*

Zentrifuge ,,5415 C*
CO2-Inkubator ,,Hera Cell 150*

Durchfusszytometer ,,LSRII*
Durchflusszytometer ,,Accuri C6*

Mikroskop ,,Axiostar plus*

Heraeus Instruments, Hanau
Gilson,  Middleton  (USA)
HTL Warschau (PL)
Eppendorf, Hamburg
Hirschmann Laborgerite,
Eberstadt

Eppendorf, Hamburg

Kisker Biotech, Steinfurt
ThermoFisher, Scientific,
Waltham (USA)

Eppendorf, Hamburg Scientific,
Thermo  Fisher  Scientific,
Waltham (USA)

BD Bioscience, Heildelberg

BD Bioscience, Heildelberg
Zeiss, Oberkochen

2.2 Verbrauchsmaterialien, Glas- und Plastikwaren

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien, Glas- und Plastikwaren

Material/ Ware

Hersteller

Safety-Multifly®-Kaniile 21G 200mm lang
S-Monovette® 9mL LH
Zentrifugenréhrchen (15mL, 50mL)
ReaktionsgefiaBe (0,5mL, 1,5mL, 2mL)
Combitips advanced (0,5mL, 2,5mL)

Pipettenspitzen
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Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Hecht-Assisten, Sondheim



Neubauer Zahlkammer (0.Imm x 0.0025mm)
FACS Rohrchen mit Deckel

SepMate™- 50 Roéhrchen

Glasflaschen Schott Duran (250mL, 500mL, 1L)
Filter CellTrics 30pm

Sterilfilter (0,22 um, Stericup & Steritop)

LS und LD Séaulen

Glaspipetten (2mL, SmL, 10mL, 20mL)
Zellkulturplatten ,,U-Boden und F-Boden®, 96 well

Hecht-Assisten, Sondheim
Greiner bio-one, Frickenhausen
Stemcell Technologies, Koln
Schott AG, Mainz

Sysmex Partec, Gorlitz
Millipore, Schwalbach Greiner
Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

Brand GmbH, Wertheim

Greiner bio-one, Frickenhausen

2.3 Verwendete Chemikalien

Tabelle 3: Reagenzien

Reagenzien Hersteller
SH-Thymidin PerkinElmer,Rodgau-
Riigesheim

Cohn II (Gemisch aus humanen Immunglobulinen)
FACSFlowTM Sheath Fluid

FCS

Gentamycin Sulfat

Hepes Buffer Solution (1 M)

Ficoll-Paque™ PLUS

Humanes Serum A/B

L-Glutamin

LIVE/DEAD® Fixable Blue Dead Cell Stain

RPMI 1640 (ohne L-Glutamin)
RBC Lyse/Fixierung Puffer RPMI
Trypanblau (0,4%) Wright
X-VIVO 15 (Serum frei)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BD Bioscience, Heildelberg
Biochrom, Berlin

LONZA, Verviers (B)
PAA, Pasching, Osterreich
GE Healthcare, Freiburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PAA, Pasching, Osterreich
ThermoFisher Scientific,
Waltham (USA)

PAN-Biotech, Aidenbach
BioLegend, San Diego (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
LONZA, Verviers (B)
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Tabelle 4: Medien und Puffer

Medien und Puffer

Inhaltsstoffe

PBSS

FACS-Puffer

MACS-Puffer

cRPMI

PBS

1% humanes Serum AB

FACSFlowTM Sheath Fluid
1% FCS

PBS
0,5% humanes Serum AB

2mM EDTA

RPMI 1640 (ohne L-Glutamin)
0,5% Gentamycin

1% L-Glutamin

2,5% Hepes Buffer Solution

10% humanes Serum AB

2.4 Kits fiir zellbiologische Arbeiten

Tabelle 5: Kits fiir zellbiologische Arbeiten

Kit

Hersteller

Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit FoxP3
LEGENDplex™ Human Th Cytokine Panel (13-plex)
MACS CD4 T cell isolation kit human

BD Bioscience, Heildelberg
BioLegend, San Diego (USA)
Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach
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2.5 Verwendete Antikorper

Tabelle 6: In der Durchflusszytometrie verwendete Antikorper

Antikorper 2 Fluorochrom Klon
aCD3 APC/Cy7 HIT3a
aCD4 APC RPA-T4
aCD4 BV510 RPA-T4
aCD25 PE/Cy7 BC96
aCD127 AF488 A019D5
aCTLA-4 PE L3D10
alLAG-3 APC 3DS223H
aPD-1 PerCP/Cy5.5 EH12.2H7
aTIM-3 BV421 F38-2E2
aCXCR-5 PE-Dazzle J252D4

2.6 Zusammensetzung der Probanden

Fir die Phénotypisierung von CD4" T-Zellen und Tregs mittels Durchflusszytometrie
beziiglich ihres Koinhibitorprofils und des Chemokinrezeptors CXCR-5, sind
Vollblutproben von insgesamt 17 Probanden verwendet worden. Ausschlusskriterien der
Probanden waren dabei akute Infektionen, Fieber, infektiologische oder immunologische
chronische Erkrankungen, wie beispielsweise Immundefizienz, Autoimmunerkrankungen,
HIV  oder bosartige Erkrankungen. Des Weiteren ist die Einnahme von
immunmodulierenden Medikamenten, wie beispielsweise Glucocorticoiden oder
Chemotherapeutika, anamnestisch ausgeschlossen worden.

Exemplarisch ist ebenfalls ein an Malaria durch den Erreger Plasmodium falciparum
erkrankter Proband zur Phénotypisierung mit in den Probandenkreis eingeschlossen worden.
Dieser litt an einer febrilen, unkomplizierten Malaria mit einer mittleren Erregerlast von

4279 Plasmodien/ pl. Aufgrund einer Folge — Blutuntersuchung am Tag 1 nach der initialen

2 Die verwendeten Antikorper enthielten allesamt a-humane Epitope.
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Vorstellung (Tag 0) in der Ambulanz des Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedizin war
es moglich, zwei Blutproben des Probanden zu gewinnen, je eine an Tag 0 und Tag 1.

Fiir die Suppressionsassays ist das Blut von insgesamt drei Probanden untersucht worden.
Die Ausschlusskriterien entsprachen den oben beschriebenen Kriterien zum Ausschluss von

Probanden zur Phénotypisierung.

Tabelle 7: Probanden zur Phénotypisierung von CD4" T-Zellen und Tregs

Proband Alter Geschlecht Gesundheitsstatus
P1 57 f gesund

P2 25 f gesund

P3 26 f gesund

P4 65 m gesund

P5 33 f gesund

P6 35 f gesund

P7 36 f gesund

P8 25 m gesund

P9 47 m gesund

P10 49 m gesund

P11 37 f gesund
P12 40 f gesund

P13 24 m gesund

P14 48 f gesund
P15 49 f gesund

P16 50 m gesund

P17 53 m gesund
P18 40 m malariaerkrankt
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Tabelle 8: Probanden der Suppressionsassays

Proband Alter Geschlecht
SP1? 31 f

SP2 26 f

SP3 28 m

2.7 Software

Tabelle 9: Software und Anwendungsgebiet

Software Anwendung

BD FACS DIVA 6.2 Analyse durchflusszytometrischer
Daten

Cytobank Analyse und visuelle Aufbereitung

durchflusszytometrischer Daten
GraphPad Prism 7 Analyse und statistische Aufbereitung

durchflusszytometrischer Daten

2.8 Ethik

Alle Probanden wurden iiber das medizinische Procedere und den wissenschaftlichen
Kontext aufgeklirt und bezeugten ihre Bereitschaft, Teil unserer Studie zu werden, durch
eine schriftliche Einwilligung. Vor Beginn der Studie erfolgte eine Beratung durch die
Ethikkommission Hamburg. Eine formelle Ethikgenehmigung ist fiir Studien mit gesunden
Probanden in Hamburg nicht notwendig. Eine Ethikgenehmigung fiir die T-Zellanalyse von

Malariapatienten wurde durch die Ethokkommission Hamburg erteilt (PV 4539).

3 Abk.: ,,SP“ = Suppressionsassay-Proband
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3 Methoden
3.1 Allgemeine Einfithrung in die zugrundeliegenden Methoden

3.1.1 Blutentnahmen

Sowohl fiir die Phénotypisierung als auch fiir die durchgefiihrten Suppressionsassays wurde
Blut von Probanden verwendet. Dieses ist von medizinischem Fachpersonal in heparinisierte
Rohrchen abgenommen worden. Wahrend fiir die Phénotypisierung ein geringes
Blutvolumen (< 9mL) ausreichte, wurden fiir die Suppressionsassays 250mL Vollblut

gewonnen.

3.1.2 Zentrifugations- und Kiihlungsmanagement

Die Zentrifugation erfolgte grundsitzlich bei 1200 rpm und 4°C fiir 5 Minuten, sofern im
Folgenden nicht anders beschrieben. AuBBerdem wurden isolierte Zellen grundsétzlich auf
Eis gelagert und die Anfarbung von Zell-Rezeptoren im Rahmen durchflusszytometrischer

Untersuchungen bei Dunkelheit und bei 4°C durchgefiihrt.

3.1.3 Bestimmung der Zellzahlen

Die Zellzahl wurde mittels Neubauer Zdhlkammer und Farbung mit Trypanblau bestimmt.
Dazu wurden Aliquots der betreffenden Zellsuspension von 5 — 10ul entnommen und im
Verhiltnis 1:1 mit Trypanblau-Losung vermischt. Trypanblau durchdringt die Zellmembran
von geschadigten Zellen und bindet als saurer Farbstoff an zytosolische Proteine. Auf diese
Weise konnten lebende von toten Zellen differenziert werden. Die Zellzahl wurde bestimmt,
indem sie lichtmikroskopisch in drei Quadranten ausgezéhlt und gemittelt wurde. So konnte
unter Einbeziehung von Verdiinnung und Kammerfaktor (10%) die Zellkonzentration der

Ziellosung bestimmt werden.

3.1.4 Durchflusszytometrie und Zellsortierung

Die Durchflusszytometrie ist ein optisches Messverfahren zur Analyse von Zellen oder
Beads anhand von GroBe, Granularitdt und Fluoreszenz. In der Summe konnen Aussagen
tiber Zelltyp sowie iiber intra- und/ oder extrazelluldr exprimierte Rezeptoren getroffen
werden. Zur Separation einzelner Zellen wird die zu untersuchende Zellsuspension durch
eine diinne Kapillare geleitet. Beim Durchlaufen dieser Kapillare werden die Zellen der

Reihe nach von einem Vorwirts- und einem Seitwartsstreulicht beschossen. Der Grad der
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Seitwirtsstreuung korreliert dabei mit der Granularitit der Zelle, der Grad der Beugung des
Vorwirtsstreulichts mit der GroBe der Zelle. Zur weiteren Spezifizierung von
Zellpopulationen oder zur Untersuchung eines Zellmerkmals, beispielsweise eines
bestimmten Rezeptors, konnen Zellsuspensionen mit Antikorper-Fluorochrom-Konjugaten
versetzt werden. Wenn die zugesetzten Antikorper ihre Zielstruktur erkennen und diese
binden, ermoglicht der zellenweise Beschuss durch verschiedene Laser mit definierter
Wellenldnge die Induktion eines antikorper-spezifischen Fluoreszenzsignal, welches die
Verbreitung der Zielstruktur quantifizierbar macht. Auf diese Weise konnen der Zelltyp und
das zelluldre Rezeptorprofil bestimmt werden.

Je nach Ausstattung des verwendeten Gerites, ist neben der Charakterisierung von Zellen
auch die Sortierung derselben anhand definierter Merkmale moglich. Im Rahmen der
Analyse von Grofle, Granularitidt und Fluoreszenz erfolgt die Separation einzelner Zellen,
indem die Zellsuspension durch Vibration in so kleine Tropfen unterteilt wird, dass in jedem
separierten Tropfen nur eine einzige Zelle enthalten ist. So ist es moglich durch Anlegen
eines elektrischen Feldes die Fallrichtung des Tropfens und der in ihm enthaltenen Zelle
nach Analyse der Zelleigenschaften in ein bestimmtes Gefdll vorzugeben. Dadurch kdnnen
beispielsweise Zellen mit einem bestimmten Rezeptorprofil aus einer Gesamtheit von Zellen

gezielt heraussortiert werden.

3.2 Konkrete Anwendung der verwendeten Methoden

3.2.1 Ex-vivo-Farbung von Oberflachen- und intrazelluliren Rezeptoren

Um das Rezeptor-Profil von CD4" T-Zellen und Tregs zu bestimmen, sind zunichst die
Fluorochrom-gekoppelten Antikoérper, aCD4 BV510, aCD25 PE-Cy7, aCD127 AF488,
aPD-1_PerCP/Cy5.5, aLAG-3_APC und oTIM-3 BV421 und CXCR-5 PE-Dazzle zu
100ul EDTA-Blut gegeben worden. Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen ist
der Farbstoff LIVE/DEAD® Fixable Blue Dead Cell Stain in einer Verdiinnung von 1:2000
zu den Zellen gegeben worden. Dieses Gemisch inkubierte 30 Minuten lang. AnschlieBend
wurden die Erythrozyten durch die Zugabe von 2mL 1x RBC Lysis/Fixation Solution
(Biolegend) nach Herstellerangaben lysiert und mit 2mL kaltem FACS-Puffer gewaschen.
Zur intrazelluldren Anfarbung von CD3 und CTLA-4 wurde das FoxP3 Férbepuffer-Set
(eBioscience) nach Herstellerangaben verwendet. Die anschlieBende Farbung erfolgte mit

den Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern aCD3 APC/Cy7 und oCTLA-4 PE. Zur
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Priavention unspezifischer Antikorperbindungen, wurden die Zellen vor der intrazelluldren
Féarbung mit Cohn-II im Verhéltnis 1:10 fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Nach der Zugabe der Fluorochrom-gekoppelten Antikorper inkubierte das
Gemisch fiir 30 Minuten und wurde anschliefend zweimal mit 1mL Perm Buffer
(eBioscience) gewaschen. Fiir die Analyse am LSR Il wurden die Zellen schlieBlich in 100ul
FACS-Puffer aufgenommen.

3.2.1.1 Analyse der durchflusszytometrischen Daten

Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mit Hilfe der Software ,,FlowJo X
10.0.7r2* sowie dem online-Programm ,.cytobank®. Dabei wurde zunichst auf alle
Lymphozyten, dann auf alle Einzelzellen und schlieflich auf alle lebenden Zellen gegatet.
CD4" T-Zellen wurden definiert als CD3*CD4". Innerhalb dieser Population wurde dann die
Fraktion Regulatorischer T-Zellen, definiert als CD3"CD4"'CD25"CD127", gegatet, und die
Rezeptorprofile hinsichtlich der Expression von Koinhibitoren und des Chemokinrezeptors
CXCR-5 von T-Zellen und Tregs analysiert (s. Abbildung (Abb.) 1).

Fiir die Gate-Definitionen der Zielmarker (PD-1, CTLA-4, LAG-4, Tim-3, CXCR-5, CD25,
CD127) wurden fluorescence minus one — Farbungen (FMO) durchgefiihrt. In einer FMO
werden alle verwendeten Fluorochrome verwendet, aufler dem zu definierenden
Fluorochrom/ Antikérper-Komplex. Das Fluoreszenzspektrum einer FMO resultiert also aus
der Summe aller verwendeten Marker. Die Grenze des Definitionsgate eines Zielmarkers
einer FMO beginnt in dem Bereich, in dem keine Fluoreszenz der iibrigen Marker mehr
detektiert wird. Dergestalt wird das Gate des Zielmarkers gegeniiber den
Fluoreszenzspektren der iibrigen Marker sowie gegeniiber spektralen Uberscheidungen

abgegrenzt.

3.2.2 Durchfiihrung der Suppression Assays

Vor dem Hintergrund der Frage, ob CD4 " PD-1" T-Zellen in der Lage sind, aktivierte CD4"
T-Zellen in ihrer Proliferationsaktivitit zu inhibieren, ist es ndtig gewesen, eine ganze Reihe
verschiedener Zellpopulation und Subpopulationen zu isolieren. Folgende Zellpopulationen
wurden isoliert: Mononukledre Zellen des peripheren Blutes (engl.. Peripheral Blood
Mononuclear Cells; PBMCs), CD4" T-Zellen, CD4  T-Zellen, CD4"PD-1" T-Zellen,
CD4"PD-1" T-Zellen, CD4"CD25"CD127" T-Zellen (Tregs). Die Zellpopulationen wurden
teils durch ein Bead-basiertes Verfahren separiert, teils mittels FACS-Analyse- und

Sortierung, wie im Folgenden erldutert wird.
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Abbildung 1: Veranschaulichung der verwendeten Gating-Strategie mit Darstellung der Gate-
Definitionen anhand von FMO-Firbungen.

Darstellung der Definition der Koinhibitor-Gates der analysierten oberflichlichen (CD4, PD-1, LAG-3, Tim-
3; CXCR-5, CD25, CD127) und intrazelluldren (CD3, CTLA-4) Rezeptoren anhand von FMO-Féarbungen
(vgl. Kapitel 3.2.1.1). Die Beschriftung iiber den einzelnen Dotplots, im Plot linksaulen beispielsweise
,.Lymphozyten®, beschreibt den Inhalt des im Plot gesetzten Gates. AuBerst rechts ist jeweils eine beispielhafte
Farbung dargestellt, die auf Grundlage der dargestellten Gatingstrategie sowie der definierten Koinhibitor-
Gates zustande gekommen sind.
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3.2.2.1 Isolation von PBMCs aus peripher gewonnenem Blut

Als Grundlage der Suppression Assays diente eine Vollblutspende von 250mL von gesunden
Probanden, die in Heparinrohrchen abgenommen und in 50mL Falcon-Tubes mit steriler
Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) 1:1 verdiinnt wurde. Von diesem Blut-PBS-
Gemisch wurden maximal 35mL abpipettiert und in mit 15mL Ficoll-Losung bestiickte
Sepmate-Tubes gegeben. Dieses Gemisch wurde bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten bei
1200g zentrifugiert. Der sich bildende Uberstand, der neben Blutplasma auch PBMCs
enthielt, wurde vorsichtig dekantiert und mit cRPMI auf insgesamt 50mL aufgefiillt.
Anschliefend wurden zwei Waschschritte mit cRPMI bei 1750rpm fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur durchgefiihrt, bevor die Zellzahl mittels Tryptanblau-Féarbung ermittelt

werden konnte.

3.2.2.2 Isolation von CD4* T-Zellen aus PBMCs durch Bead-basierte Zellseparation
Fiir die Isolation von CD4" T-Zellen aus den bis dato isolierten PBMCs ist das CD4" T cell
isolation Kit (Miltenyi Biotec) zur Hilfe genommen und nach Herstellerangaben verwendet
worden. Bei diesem Verfahren werden PBMCs mit biotinylierten Antikorpern angeférbt, die
gegen verschiedene Oberflichenrezeptoren gerichtet sind (CD8a, CD14, CD15, CD16,
CD19, CD36, CD56, CD132, TcRy/6, Glycophorin A), nicht aber gegen CD4. In einem
zweiten Schritt werden a-Biotin Antikdrper hinzugegeben, die an magnetische Mikrobeads
gekoppelt sind und an alle vormals applizierten und zelloberflichlich gebundenen
Antikorper binden. Lésst man diese Zellsuspension durch eine MACS (Magnetic Cell
Separation) - Sédule laufen, die in einen Magneten eingespannt ist, werden alle mit
Mikrobeads assoziierten (CD4°) Zellen in der Sédule gesammelt, wahrend alle nicht mit
Antikorpern bzw. Mikrobeads gebundenen (CD4") Zellen passieren und in einem separaten
Rohrchen gesammelt werden konnen. Durch Trennung von MACS-Séule und Magneten und
Spiilung der MACS-Séaule, konnen zudem alle CD4" Zellen separiert aufgefangen werden.
Zur weiteren Verwendung wurde die Zellkonzentration beider Zellpopulationen mittels
Tryptanblau-Farbung bestimmt und anschlieend zentrifugiert und resuspendiert. Zuvor
wurde die CD4" T-Zell-Suspension in eine kleine Fraktion CD4" T-Zellen geteilt, die im
Verlauf als Kontrolle verwendet wurde und eine groBere Fraktion CD4" T-Zellen, die durch

Anfarbung und Sortierung weiter spezifiziert wurde.
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3.2.2.3 Fiérbung und Sortierung der CD4* T-Zell-Subpopulation mittels FACS
Nachdem bereits PBMCs, CD4" und CD4" T-Zellen isoliert werden konnten, wurde in einem
néchsten Schritt der groBte Teil der CD4" T-Zell Population dazu verwendet, CD4"PD-1"
und CD4"PD-1" T-Zellen anzufdrben und im Rahmen einer FACS-Analyse- und Sortierung
zu separieren. Dazu wurde die CD4" T-Zell-Suspension zentrifugiert und in 1ml kaltem PBS
resuspendiert. Die folgenden Fluorochrom-gekoppelten Antikorper wurden der CD4" T-
Zell-Suspension zugegeben: CD4 APC-Cy7, CD25 PE-Cy7, CDI127 AF488, PD-
1 PerCP-Cy5.5, CTLA4 PE. Parallel dazu wurden FMOs angelegt (vgl. Kapitel 3.2.1.1),
welche zur Definition der Grenzen der Gates in der spiter folgenden Software-Analyse
dienten, auf Grundlage derer die Zellseparation erfolgte. Dazu wurden aus der vormals
gewonnenen PBMC-Suspension Aliquots zur Farbung der FMOs entnommen, wobei fiir
jedes verwendete Fluorochrom eine Probe angelegt wurde, in der alle Fluorochrom-
Antikorper-Aggregate enthalten waren, auBler dem zu definierenden Fluorochrom-
Antikorper-Aggregat. Auf Basis der so angesetzten Antikorper-Fluorochrom-spezifischen
Negativproben, wurden nach der Féarbung der Zellsuspensionen und vor dem Zell-
Separationsvorgang die fiir die Zellseparation notigen Gates definiert (s. Abb. 1). Alle
Zellsuspensionen inkubierten nach Zugabe der Antikorper bei 4°C fiir 30 Minuten, wurden
anschlieBend mit 10mL PBS gewaschen, zentrifugiert und mit 500ul PBS resuspendiert. Zur
Verringerung von Verstopfungen der feinen Nadel des FACS-Gerites, wurde die CD4" T-
Zell-Suspension durch die Passage eines zuvor mit ImL PBS befeuchteten Filter (CellTrics
30um) von Zelltriimmern- und Aggregaten befreit. AnschlieBend wurde der Filter mit 1mL
PBS gespiilt. Alle Suspensionen und Fliissigkeiten, die den Filter im Rahmen der
Aufreinigung passierten, folgten lediglich der Schwerkraft und wurden ohne weiteren Druck
appliziert, um eine optimale Filtrierung mit geringst moglichem Zellschaden zu erreichen.
Die so aufgereinigte Suspension wurde auf zwei Rohrchen zu je ImL zur weiteren
Prozessierung via FACS aufgeteilt.

Die Analyse und Sortierung der Zellsuspensionen erfolgte an einem FACS Aria (BD) —
Gerit. Zunichst wurde die Reinheit der via MACS isolierten CD4" T-Zellen gepriift. Ab
einem Anteil von 80% an CD4" T-Zellen wurde von einer hochkonzentrierten CD4" T-Zell-
Population ausgegangen. Dann wurden die FMOs eingelesen und anhand dieser die Gates
fiir PD-1" und PD-1" T-Zellen sowie fiir Tregs gesetzt. Durch Definition dieser Gates
konnten die genannten drei Zellpopulationen in mit 1mL cRPMI vorbefiillte Falcon-
Rohrchen sortiert werden. Die Zellzahl aller separierten Zellpopulationen wurde mittels

Neubauer-Zihlkammer und Trypanblau-Firbung auf 1 x 10° Zellen/mL titriert.
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3.2.2.4 Kaultivierung und Stimulation der Zellpopulationen

Im Rahmen der Versuchsanordnung wurden unterschiedliche Versuchsreihen und
Kontrollen in einer 96-Rundbodenplatte unmittelbar nach der Sortierung der
Subpopulationen in Kultur genommen. Um die proliferationssuppressive Wirkung von
CD4'PD-1" T-Zellen auf CD4" T-Zellen zu evaluieren, bedurfte es der vormaligen
Stimulation der CD4" T-Zellen. Die Stimulation erfolgte mittels anti-CD3/ anti-CD28-Beads
(Dynabeads, Thermo Fisher).

Die Ziel-Intensitdt der Stimulation wurde auf Grundlage von Erfahrungen innerhalb der
Arbeitsgruppe (Mackroth ef al., 2016) auf einen Zielkorridor zwischen 5.000 und 15.000
counts per minute (cpm) festgelegt. Zur Ermittlung des erforderlichen Verhiltnisses von
Beads zu CD4" T-Zellen, erfolgte ein Titrationsassay, im Rahmen dessen die resultierende
Stimulation aus verschiedenen Verhéltnisse von Beads : CD4" T-Zellen evaluiert wurde. Es
zeigte sich, dass ein Verhiltnis von 1:10 (= 2,5 x 10° Beads : 2,5 x 10* CD4" T-Zellen) iiber
eine Stimulationsdauer von 72 Stunden bis zum Zusatz von *H-Thymidin die gewiinschte
Stimulationsintensitit gewdhrleisten konnte. In der Versuchsanordnung bildete die
Population der stimulierten 2,5 x 10* CD4" T-Zellen die Referenzpopulation, auf die alle
potentiell immunregulierten Kokulturen (CD4" T-Zellen + CD4'PD-1" T-Zellen oder Tregs)
und Kontrollen bezogen wurden. Zum Grad der Proliferation dieser Population ins
Verhiltnis gesetzt wurden folgende vier Kokulturen: (1) 2,5 x 10*stimulierte CD4* T-Zellen
+ 2,5 x 10* CD4"PD-17 T-Zellen, (2) 2,5 x 10* stimulierte CD4" T-Zellen + 1,25 x 10*
CD4'PD-1" T-Zellen, (3) 2,5 x 10*stimulierte CD4" T-Zellen + 2,5 x 10* Tregs sowie (4)
2,5 x 10* stimulierte CD4" T-Zellen + 1,25 x 10* Tregs. Wihrend also stets 2,5 x 10* CD4"
T-Zellen appliziert wurden, wurde das Verhiltnis der jeweils kokultivierten Zellpopulation,
bestehend aus CD4 ' PD-1" T-Zellen oder Tregs, um einen moglicherweise dosisabhéngigen
suppressiven Effekt evaluieren zu kdnnen, variiert. Dabei wurde stets mit 2500 Beads
stimuliert, unabhingig von der Gesamtzellzahl im Well.

Zusitzlich wurden einige Kontrollen angelegt. Um den Einfluss der Zellzahl auf das
Proliferationspotential von CD4" T-Zellen zu untersuchen, wurden 5 x 10* CD4" T-Zellen
je mit 2,5 x 10° und 5 x 10° Beads, also im Verhiltnis 1:10, inkubiert. Zur Evaluation des
proliferativen Potentials von CD4'PD-1* T-Zellen wurden 2,5 x 10* CD4'PD-1" T-Zellen
zusammen mit 2,5 x 10* Beads inkubiert. Fiir den Ausschluss einer Suppression des
Proliferationspotentials von CD4* T-Zellen durch den Sortierungsvorgang wurden 2,5 x 10*
CD4"PD-1" T-Zellen mit 2,5 x 10* Beads inkubiert. Alle stimulierten Ansitze wurden stets

auch unstimuliert in Kultur genommen. Angesetzt wurden stets Triplikate, wenn dies durch
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die Gesamtzellzahl moglich war. Die Zellsuspension der einzelnen Wells setzte sich
zusammen aus den kultivierten Zellen sowie dem Kulturmedium cRPMI, womit das

Gesamtvolumen jedes Wells auf 200ul aufgefiillt wurde.
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Abbildung 2: Titrationsassay zur Ermittlung des optimalen Verhiltnisses von Beads zu CD4+ T-Zellen.
Zur Evaluation einer geeigneten Stimulation von CD4" T-Zellen wurden aus peripherem, humanem Blut
PBMCs isoliert und durch immunomagnetische Zellseparation eine reine CD4" T-Zell-Population separiert.
AnschlieBend wurden CD4+ T-Zellen zu je 25.000 pro Well mit einer unterschiedlichen Menge an
stimulierenden anti-CD3/ anti-CD28-Beads fiir 90 und fiir 120 Stunden kultiviert. Bei den wechselnden
Verhiltnissen von CD4" T-Zellen zu Beads (,,CD4" : Beads“; das jeweilige Verhdltnis ist in eckigen
Klammern aufgefiihrt) variierte also stets nur die Menge der Beads. Zur Messung der Proliferation fiigten wir
nach 72 Stunden 3H-Thymidin hinzu. Angesetzt wurden stets Triplikate. Die Abbildung zeigt, dass ein
Verhiltnis von 10 : 1 (CD4" T-Zellen : Beads) mit einer Stimulationsdauer von 90 Stunden die gewiinschte
Proliferation induziert (Graph mit einer Stimulationsdauer von 120 Stunden nicht gezeigt).
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3.2.2.5 Messung der Proliferation durch Zugabe von 3H-Thymidin

Um die Proliferation und eine mdgliche Suppression derselben messen zu konnen, wurde
der Zellansatz nach 72 Stunden Inkubation fiir 18 Stunden mit 1 uCi/mL mit *H-Thymidin
gepulst. *H-Thymidin wird im Rahmen der Zellteilung in die neu entstehenden DNA-
Strdnge eingebaut, sodass die szintillatorische Messung der Radioaktivitit mit der
Entstehung neuer DNA und damit der Zellteilung in der untersuchten Suspension korreliert.
Nach Pulsation der Zellen wurden die Zellen iiber einen Zellulosefilter geerntet und die
Radioaktivitit bzw. die chromosomale Verarbeitung des *H-Thymidin mit einem Szintillator

gemessen. Die Einheit der Radioaktivitit wurde in counts per minutes (cpom) angegeben.

3.2.2.6 Bestimmung des Zytokinprofils der untersuchten Zellpopulationen

Im Rahmen des Suppressionsassays sind nach 72 Stunden vor Zugabe der *H-Thymidin-
Suspension 80ul der Suspensionsiiberstidnde einiger Wells entnommen und auf eine frische
96-Well-Platte {iibertragen worden, um diese auf das vorherrschende Zytokinprofil
untersuchen zu konnen. Nachdem die Zellkulturiiberstinde abgenommen worden waren,
wurden diese bei -20°C gelagert. Die Bestimmung des Zytokinprofils der einzelnen
Uberstinde erfolgte zu einem spiteren Zeitpunkt und konnte mit Hilfe des Kits
»LEGENDplex™ Human Th Cytokine Panel (13-plex)* entsprechend der Herstellerangaben
durchgefiihrt werden.

3.3 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte anhand der Statistiksoftware GraphPad Prism 7. Die
Signifikanzunterschiede =~ wurden mittels ungepaartem t-Test berechnet. Die
Signifikanzniveaus wurden wie folgt notiert: * =p < 0,05, ** p <0,01 und *** =p <0,001.

Im Falle fehlender Signifikanz wurde dies zu Ubersichtszwecken nicht notiert.
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4 Ergebnisse

Auf Grundlage der Befunde von Mackroth ef al., 2016, ist in der vorliegenden Arbeit das
regulatorische Potential von CD4"PD-1" T-Zellen hinsichtlich stimulierter CD4" T-Zellen
mittels 3H Thymidin — Proliferationsassays evaluiert worden. Erginzend ist das
Zytokinprofil in den Uberstinden der Zellkulturplatten beziiglich der Konzentrationen von
IL-2, IL-10, IFN-y und TNF-a untersucht worden.

Zur Beleuchtung der Frage nach dem Ursprung bzw. dem Kontext der Entstehung von
CD4"PD-1" T-Zellen im Blut gesunder Menschen, sind ruhende CD4'PD-1" T-Zellen
phénotypisch hinsichtlich der Koexpression weiterer Koinhibitoren untersucht worden. Da
sich follikuldre T-Helferzellen (CD4"'CXCR-5"PD-1") durch die Expression von PD-1

auszeichnen, ist auBerdem ihr Anteil innerhalb der CD4"PD-1" T-Zellen untersucht worden.

4.1 Untersuchung des regulatorischen Potentials humaner CD4"PD-1" T-
Zellen gesunder Menschen

Bei Patienten, die akut an einer Malaria durch den Erreger P. falciparum erkrankten, konnte
gezeigt werden, dass T-Zellen von Malaria-Erkrankten vermehrt PD-1 exprimieren und dass
CD4"PD-1" T-Zellen erkrankter Probanden in vitro in der Lage sind, die Proliferation
aktivierter CD4" T-Zellen zu hemmen (Mackroth et al., 2016). Da die Funktion zelluldrer
Effektormechanismen in hohem Maf3e kontext- bzw. antigenabhéngig ist, wurde im Rahmen
dieser Arbeit durch eine antigenunabhingige, Bead-basierte in vitro Stimulation von zuvor
isolierten CD4" T-Zellen tiberpriift, ob die Fahigkeit von CD4"PD-1" T-Zellen stimulierte
CD4" T-Zellen zu regulieren, induzierbar ist.

Zur Messung des suppressiven Potentials von CD4"PD-1" T-Zellen auf stimulierte CD4" T-
Zellen, sind PBMCs aus dem Blut von drei gesunden Probanden verschiedenen Alters und
Geschlechts isoliert worden. Nachdem die CD4" T-Zell-Population aus den vormals
isolierten PBMCs mittels magnetischer Zellseparation isoliert wurde, ist diese im Verlauf
aufgereinigt und mit Fluorochrom-Antikorper-Konjugaten angefarbt worden, sodass nach
der anschlieBenden Sortierung folgende Zell-Subpopulationen in unterschiedlichen
Konstellationen miteinander in Kultur genommen werden konnten: CD4" T-Zellen,
CD4'PD-1" T-Zellen, CD4PD-1" T-Zellen und CD4"'CD25°CD127" Regulatorische T-
Zellen (vgl. Kap. 3.2.2, s. Abb. 3). Alle in Kultur genommenen Zell-Suspensionen sind bei
ausreichender Zellzahl in Triplikaten angesetzt worden. In allen drei Versuchen zeigte sich

eine Proliferation der stimulierten CD4" T-Zellen. Den Referenzwert fiir die Proliferation
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bzw. deren Suppression bildeten die Proben mit 2,5 x 10* stimulierten CD4" T-Zellen. Der
Grad der Proliferation ist durch die Zugabe von *H-Thymidin nach 72 Stunden und eine 18
Stunden spidter erfolgte, scintillatorische Messung der Radioaktivitit der Proben

quantifiziert worden.

4.1.1 Ergebnisse der Suppressionsassays

Die Bead-basierte Induktion einer Proliferation von CD4" T-Zellen gelang nach vorab
erfolgter Titration einer geeigneten Stimulationsdosis (s. Abb. 2) bei allen drei Probanden.
Bei allen drei durchgefiihrten Suppressionsassays konnte dariiber hinaus eine verminderte
Proliferation in den Wells detektiert werden, in denen stimulierte CD4" T-Zellen und
CD4"PD-1" T-Zellen gemeinsam in Kultur genommen wurden. Die Suppression der
Proliferation durch CD4"PD-1" T-Zellen war dabei bei einem von drei Versuchen signifikant
dosisabhingig, d.h. signifikant effektiver in den Wells, in denen CD4" T-Zellen und
CD4'PD-1" T-Zellen im Verhiltnis 1:1 kultiviert wurden, als in den Wells, in denen ein
Verhiltnis von 1:0,5 vorlag. Eine tendenzielle Dosisabhéngigkeit zeigte sich zwar ebenfalls
in den iibrigen beiden Suppressionsassays, hier zeigte sich im ungepaarten t-Test jedoch
keine Signifikanz. Im Vergleich dazu zeigte sich in den Wells mit einer Kokultivierung von
stimulierten CD4" T-Zellen und Tregs im Verhiltnis 1:1 und 1:0,5 in zwei von drei
Versuchen eine signifikante dosisabhéngige Suppression der Proliferation CD4" T-Zellen.
Die Suppression durch Tregs war in zwei von drei Versuchen signifikant effektiver als die
Suppression durch CD4'PD-1" T-Zellen, im dritten Versuch war kein signifikanter
Unterschied des suppressiven Potentials zwischen den beiden regulatorischen
Zellpopulationen feststellbar.

Die Proliferationsrate in den Wells mit 2,5 x 10* stimulierten CD4"PD-1* T-Zellen lag in
den drei Experimenten zwischen 8% und 27% der Referenzproliferationsrate der
stimulierten CD4" T-Zellen. Bei den Tregs lag das eigene proliferative Potential zwischen
1% und 2% der Referenzproliferationsrate der stimulierten CD4" T-Zellen. Ein Teil der
Referenzproliferation, also der einfach applizierten und stimulierten CD4" T-Zellen, kommt
also aus der CD4'PD-1" T-Zell-Population selbst. In den Wells mit Applikation der
doppelten Anzahl von CD4" T-Zellen zeigte sich keine Suppression der Proliferation, sodass
nicht von einer Suppression allein durch eine erhdhte Zellzahl ausgegangen werden kann.
Eine Suppression der Proliferation durch den Sortierungsvorgang konnte durch das
ausgeprigte Proliferationspotential in der Gruppe der stimulierten CD4 PD-1" T-Zellen

ausgeschlossen werden (s. Abb. 3).
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Abbildung 3: Evaluation des proliferationssupprimierenden Potentials von CD4*PD-1* T-Zellen auf
stimulierte CD4* T-Zellen.

Nachdem aus peripher gewonnenem Vollblut humaner Spender PBMCs isoliert wurden, konnten durch
immunomagnetische Zellseparation CD4* von CD4- T-Zellen getrennt werden. Durch weitere Zellseparation
mittels FACS-Sortierung konnten CD4"PD-1* T-Zellen, CD4'PD-1- T-Zellen und CD4*CD25"CD127- T-
Zellen (Tregs) isoliert werden. In verschiedenen Wells konnten so je 2,5 x 10* CD4* T-Zellen (1) ohne weitere
Zellpopulationen (CD4+ [1]), (2) mit derselben Menge CD4"PD-1" T-Zellen (CD4" : PD17 [1:1]) oder (3) der
Hilfte an CD4'PD-17 T-Zellen pro 2,5 x 10* CD4" T-Zellen (CD4" : PD1* [1:0,5]) angesetzt werden. Als
Kontrollen dienten (1) Wells mit doppelter Menge an stimulierten CD4" T-Zellen zum Ausschluss einer
Suppression der Proliferation von stimulierten CD4* T-Zellen durch eine erhohte Zellzahl im Well, (2) Wells
mit stimulierten PD-1" T-Zellen (PD-17[1]) zur Evaluation des proliferativen Potentials von PD-1" T-Zellen
und (3) Wells mit CD4*PD-1- T-Zellen und stimulierten CD4* T-Zellen im Verhéltnis 1:1 (CD4* : PD-1-[1:1])
zum Ausschluss einer Suppression der Proliferation von CD4+ T-Zellen durch den Sortierungsvorgang. Die
Stimulation erfolgte fiir 90 Stunden, wobei zur Messung der Proliferation nach 72 Stunden 3H-Thymidin
zugesetzt wurden. Angesetzt wurden bei ausreichender Zellzahl stets Triplikate. Das hier beispielhaft
dargestellte Experiment zeigt die Mittelwerte der Triplikate sowie die Standardfehler. Die Signifikanzniveaus
sind mittels ungepaartem t-Test berechnet worden.
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Abbildung 4: Darstellung der Proliferation der (ko-)kultivierten Populationen aller drei
durchgefiihrten Suppressionsassays.

Das Diagramm zeigt die drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Suppressionsassays, wobei auf der y-
Achse der Grad der Proliferation in counts per minute (cpm) angegeben ist. cpm sind Ausdruck der
scintillatorischen Messung der Proben, nachdem diese mit dem radioaktiven *H-Thymidin gepulst wurden
und korrelieren mit dem Grad der Proliferation der auf der x-Achse aufgefiihrten T-Zell-Populationen. Die T-
Zell-Populationen sind jeweils nach ihrem Rezeptorprofil benannt und sind durch einen Doppelpunkt getrennt,
wenn zwei unterschiedliche Populationen in demselben Well kokultiviert wurden. In eckigen Klammern
aufgefiihrt ist das Vielfache der verwendeten Zellzahl einer Populationen, wobei [1]= 25.000 Zellen bedeutet.
Alle Wells sind mit 2500 Beads stimuliert worden. Ersichtlich ist, dass eine Kokultivierung von CD4": CD4*
PD-1" T-Zellen im Vergleich zur Referenzpopulation der CD4" T-Zellen zu einer Verminderung der
Proliferation fiihrt, wobei sich der proliferationshemmende Effekt je stirker manifestiert, desto groBer die
Population CD4" PD-1" T-Zellen im Verhéltnis zu CD4* T-Zellen ist. Derselbe dosisabhidngige Effekt zeigt
sich bei CD4" T-Zellen, die zusammen mit Tregs in Kultur genommen wurden.
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4.2 Zytokinkonzentrationen in Assoziation zu immunregulatorischen T-
Zellen im Vergleich

Aus dem Blut gesunder, humaner Spender isolierte CD4'PD-1" T-Zellen sind in der Lage,
die Proliferation stimulierter CD4" T-Zellen in vitro zu hemmen. Um zytokinabhingige
Mechanismen aufdecken zu konnen, ist das Zytokinprofil in den Uberstinden der fiir die
Suppressionsassays verwendeten Zellkulturen mittels Bead-basiertem
Immunoassay (LEGENDplex™, Biolegend) analysiert worden. Aufgrund des Malaria-
spezifischen Kontextes dieser Arbeit wurden dabei insbesondere die Tul-abhédngigen
Zytokine untersucht. Die Konzentrationsangaben werden im Folgenden als Median (M)
angegeben, wobei die grofite und die kleinste gemessene Konzentration fiir das jeweils
gemessene Zytokin dahinter in runden Klammern aufgefiihrt wird (M = X pg/ml (min. Wert
— max. Wert pg/ml)).

4.2.1 Das Zytokinprofil von stimulierten CD4" T-Zellen, die mit CD4"PD-1" T-
Zellen oder Regulatorischen T-Zellen in Kultur genommen wurden

Die IL-2-Konzentration zeigte sich innerhalb der Wells mit nur einer stimulierten
Zellpopulation unterschiedlich ausgeprdagt. Wihrend sie sich innerhalb der stimulierten
CD4" T-Zell-Population in zwei von drei Suppressionsassays deutlich erhoht zeigte (M =
138 pg/ml (0 - 210 pg/ml)), zeigte sie sich innerhalb der stimulierten CD4 " PD-1" T-Zellen
nur maBig erhoht (M = 33 pg/ml (23 - 37 pg/ml)). Die stimulierte Population der CD4"PD-
1~ T-Zellen wies mit einer medianen Konzentration von 283 pg/ml (220 - 324 pg/ml) eine
etwa doppelt so hohe Zytokinkonzentration auf, wie die Referenzpopulation der stimulierten
CD4" T-Zellen. Gegeniiber der Referenzpopulation nahm die IL-2-Konzentration innerhalb
der kokultivierten Populationen von CD4" T-Zellen und CD4"PD-1" T-Zellen (CD4"/ PD-
1" T-Zellen; M = 54 pg/ml (2 - 67 pg/ml)) bzw. CD4" T-Zellen und Tregs (CD4"/ Tregs; M
=24 pg/ml (24 — 182 pg/ml)) um 61% bzw. 83% deutlich ab (s. Abb. 5).

TNF-o zeigte sich innerhalb der Population der stimulierten CD4" T-Zellen bzw. der
CD4"PD-1" T-Zellen tendenziell leicht erhéht (M = 4 pg/ml (0 - 47 pg/ml) bzw. M = 44
pg/ml (2 - 54 pg/ml)). Innerhalb der CD4"/ PD-1" T-Zellen — Wells und der CD4"/ Tregs T-
Zellen zeigten sich die Werte in der Zusammenschau reduziert (M = 9 pg/ml (0 - 9 pg/ml)
und M = 1 pg/ml (0 - 18 pg/ml)). Die Kontrollgruppe der CD4"PD-1" T-Zellen zeigte eine
ebenfalls verhaltene TNF-a — Sekretion (M = 1 pg/ml (0 - 9 pg/ml)).
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Die Konzentration von IL-10 zeigte sich innerhalb der stimulierten CD4" T-Zell-Population
schwach erhéht (M = 27 pg/ml (0 - 53 pg/ml)) und in den Wells mit stimulierten CD4"PD-
1" T-Zellen kaum nachweisbar (M = 4 pg/ml (3- 15 pg/ml)). In den Wells der stimulierten
CD4"PD-1" T-Zellen zeigte sich eine im Verhiltnis zur Referenzpopulation dhnliche IL-10-
Konzentration (M = 25 pg/ml (7 - 26 pg/ml)). Im Vergleich zur Referenzpopulation zeigte
sich die IL-10-Konzentration in den CD4"/ PD-1" T-Zell- bzw. den CD4"/ Tregs-Wells (M
=9 pg/ml (0 - 13 pg/ml) bzw. M =6 pg/ml (3 - 10 pg/ml)) um 67% bzw. 78% gemindert (s.
Abb. 5).

Die mit Abstand hochste Konzentration innerhalb der untersuchten Zytokine entfiel auf IFN-
v, das in der Referenzpopulation der CD4" T-Zellen im Median mit 1945 pg/ml (0 - 2729
pg/ml), in den Wells mit stimulierten CD4PD-1" T-Zellen im Median mit 294 pg/ml (198
— 383 pg/ml) und in der Population der CD4"PD-1" T-Zellen im Median mit 2546 pg/ml
(2543 — 3818 pg/ml)) nachweisbar war. Dagegen erschien der Wert in den Wells mit CD4 "/
PD-1" T-Zellen (M = 455 pg/ml (13 - 1174 pg/ml)) bzw. CD4"/ Tregs (Median = 558 pg/ml
(149 — 665 pg/ml)) deutlich reduziert, ndmlich jeweils um iiber 70% (s. Abb. 5).

In den Kontroll-Wells, bestehend aus einfach kultivierten, unstimulierten CD4" T-Zellen
und CD4"PD-1" T-Zellen kam es jeweils zu keinerlei Zytokinnachweis.

Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass die Kokultivierung von CD4" T-Zellen mit einer
der beiden immunregulatorischen Zellpopulationen (CD4"PD-1" T-Zellen, Tregs) mit einer
Reduktion der IL-2-, IL-10- und IFN-y — Konzentration korrelierte, wéhrend sich die
Konzentrationen von TNF-a in Abhéngigkeit zur Kokultivierung mit CD4"PD-1" T-Zellen

oder Tregs jeweils nur in einem von drei Suppressionsassays reduziert zeigte.
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Abbildung 5: Konzentration von IFN-y, IL-2, TNF-a und IL-10 in den Zellkulturiiberstinden der
durchgefithrten Suppressionsassays mittels Bead-basiertem Immunoassay nach 72 stiindiger
Stimulation.

Analysiert wurden die Uberstinde stimulierter Mono- und Kokulturen, bestehend aus CD4" T-Zellen und
CD4'PD-1" T-Zellen sowie aus CD4" T-Zellen und CD4"PD-1" T-Zellen (CD4": CD4"PD-1°), CD4" T-Zellen
und CD4"PD-1* T-Zellen (CD4"' : PD-1%), und CD4" T-Zellen und Tregs (CD4"': Tregs). Die ermittelte
Zytokinkonzentration im Uberstand stimulierter CD4" T-Zellen diente als Referenzkonzentration, auf die die
in den Kokulturen ermittelten Zytokinkonzentrationen bezogen wurden, um PD-1-Rezeptor- bzw. Treg-
spezifische Zytokinprofile herauszuarbeiten. Die Wells mit den unstimulierten (us) Populationen, bestehend
aus CD4" T-Zellen, CD4'PD-1* T-Zellen sowie die Kokultur CD4" : PD-1* T-Zellen dienten als Kontrollen,
um einen Zytokinprofil-modulierenden Effekt allein durch die in vitro Inkulturnahme einer Zellpopulation
auszuschlieflen. Die Analyse der kokultivierten CD4" : CD4"PD-1-Population diente zudem dem Ausschluss
einer Suppression der Zytokinausschiittung allein durch den Umstand einer Kokultivierung zweier
Zellpopulationen. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte durchflusszytometrisch, wobei die Konzentration
zundchst anhand der mittleren Fluoreszenzintensitdt (mean fluorescence intensity, MFI) ermittelt wurde.
Anhand einer assay- und zytokinspezifischen Standardkurve lieBen sich jeweils die aufgefiihrten
Zytokinkonzentrationen [pg/ml] errechnen.
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4.3 Das koinhibitorische Rezeptor-Profil von CD4"PD-1" T-Zellen
humaner, gesunder Spender

Die Population der CD4"PD-1" T-Zellen ist im Rahmen einer Malariainfektion in vitro in
der Lage, auf eine zellextrinsische Weise regulatorische Funktionen gegeniiber aktivierten
CD4" T-Zellen auszuiiben (Mackroth ef al., 2016). Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, geht die Kokultivierung von CD4"PD-1" T-Zellen und CD4" T-Zellen
gesunder Spender ebenfalls mit einer Verminderung des proliferativen Potentials
antigenunabhingig stimulierter CD4" T-Zellen einher (s. Abb. 3). Dieser Effekt korreliert
mit einer verminderten IL-2-, IL-10- und IFN-y- und (teils verminderten) TNF-o —
Konzentration in den betreffenden Wells (s. Abb. 5).

Um die regulatorische Population der CD4"PD-1" T-Zellen besser zu charakterisieren und
Aufschluss iiber koinhibitorische Rezeptoren zu bekommen, die mit PD-1 zusammen auf
CD4" T-Zellen exprimiert werden, wurden ruhende CD4"PD-1" T-Zellen von gesunden
Probanden hinsichtlich der Koexpression von CTLA-4, LAG-3 und Tim-3 phénotypisiert.
Die Ergebnisse wurden dem Rezeptorprofil von CD4" T-Zellen und Tregs von ebenfalls
gesunden Probanden gegeniibergestellt, um PD-1-assoziierte Besonderheiten und
Gemeinsamkeiten im Koexpressionsprofil zu ermitteln.

Da eine erhohte Expression von PD-1 auf Tru-Zellen vorbeschrieben ist (vgl. Kap. 1.2.2),
stellte sich die Frage, wie groB der Anteil von Teu-Zellen innerhalb der CD4" PD-1" T-
Zellen ist. Die Ergebnisse werden als Median (M) dargestellt, zusétzlich werden der hochste
und niedrigste gemessene Wert der relativen Expression angegeben (M = x pg/ml (min. Wert

—max. Wert pg/ml)).
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4.3.1 Expression und Koexpression von Koinhibitoren auf humanen CD4" T-
Zellen

Als Ausgangspunkt fiir die phanotypische Charakterisierung von CD4'PD-1" Zellen wurde

zunéchst die Expression von Koinhibitoren auf CD4" T-Zellen bestimmt, wie beispielhaft in

Abb. 7 dargestellt ist. Die zugrunde liegende Gatingstrategie wird in Abb. 6 deutlich.
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Abbildung 6: Exemplarische Firbung der Koinhibitoren PD-1, CTLA-4, LAG-3 und Tim-3 auf CD4"
T-Zellen.

Gezeigt ist die exemplarische Farbung einer Vollblutprobe eines gesunden Probanden mit der verwendeten
Gating-Strategie. Nach dem auf Lymphozyten gegatet wurde, wurden Dubletten und abgestorbene Zellen im
weiteren Gating-Prozess ausgeschlossen. AnschlieBend wurde die gewiinschte T-Zell-Population mittels
CD3- und CD4-Positivitdt selektiert. Von hier wurde auf die zu analysierenden Koinhibitoren gegatet. Die
Lesart der Abbildung entspricht Abb. 1, aus der auch die Definition fiir die hier verwendeten Gates hervorgeht.
Im dargestellten Beispiel liegt die Expression von LAG-3 und Tim-3 innerhalb der CD4" T-Zell-Population
knapp tiber 0,1%, wahrend die PD-1 - Expression bei 0,7% liegt und damit etwa dem Median der erhobenen
Stichprobe (0,72%) entspricht. CTLA-4 wird im Beispiel mit 3,02% am héufigsten auf CD4" T-Zellen
exprimiert. CD4"PD-1"CTLA-4" T-Zellen, also die T-Zell-Population im oberen rechten Quadranten des
CTLA4/ PD1 — Dotplots ((CD4") PD1CTLA-4"%), machen im gezeigten Beispiel mit 0,12% nur einen kleinen
Anteil aller CD4* T-Zellen aus. Zur weiteren Charakterisierung CD4'PD1* T-Zellen wurde diese
Zellpopulation noch mal gesondert phinotypisiert (s. Abb. 8).
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Wiéhrend PD-1, LAG-3 und Tim-3 im Mittel auf unter 1% der untersuchten Zellen
exprimiert wurden, betrug die Expression von CTLA-4 mit durchschnittlich 3,1% (M = 2,6
(1,8 — 5,4%)) ein Vielfaches der anderen Rezeptoren. PD-1 wurde auf 0,7% (0,1 — 1,7%)
aller CD4" T-Zellen exprimiert. LAG-3 (M = 0,1% (0,01 — 1,9%) und Tim-3 (M = 0,2%
(0,04 — 9,68%)) wurden noch seltener exprimiert (s. Abb. 6 und 7).
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Abbildung 7: Darstellung der Expression Koinhibitorischer Rezeptoren auf CD4* T-Zellen.

a) Vollblut von 17 gesunden Probanden unterschiedlichen Geschlechts und Alters mit oberflachlicher Farbung
von PD-1, LAG-3 und Tim-3 sowie intrazelluldrer Farbung von CTLA-4 auf CD4" T-Zellen. Die relative
Expression bezieht sich auf die Gesamtheit aller CD4* T-Zellen. b) Exemplarische Darstellung des
Rezeptorprofils von CD4" T-Zellen eines Probanden. Die Abbildung soll das Verhiltnis der relativen
Expression der Koinhibitoren in Bezug aufeinander reprisentieren. CTLA-4 wird deutlich héufiger exprimiert
als PD-1. Die Expression von LAG-3 und Tim-3 ist kaum nachweisbar auf CD4" T-Zellen von gesunden
Menschen.
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4.3.2 Koexpression von Koinhibitoren auf humanen CD4"PD-1* T-Zellen

Zur genaueren Bestimmung des Rezeptorprofils von CD4"PD-1" Zellen wurden diese auf
die Koexpression weiterer Koinhibitoren untersucht. Die PD-1-Expression auf CD4" T-
Zellen gesunder Menschen war gering (M =0,7% (0,1 — 1,7%); s. Abb. 7). Die Koexpression
von LAG-3 und Tim-3 auf CD4'PD-1" T-Zellen war ebenfalls geringgradig ausgeprigt
(M(LAG-3)=0,6 (0—2,3%); M(Tim-3) = 0,4 (0 — 20,5%); s. Abb. 8 und 9). Auffallend war
die Koexpression von CTLA-4 auf CD4"PD-1" Zellen, die sich im Median mit 16,1% (7,8
—26,7%) vergleichsweise hoch darstellte. Eine Koexpression mehrerer Koinhibitoren (> 2)

auf CD4" T-Zellen konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 8: Darstellung der Charakterisierung von CD4*PD1* T-Zellen hinsichtlich der Koexpression
weiterer Koinhibitoren anhand einer exemplarischen Firbung.

Zu sehen ist die Farbung einer Vollblutprobe eines gesunden Probanden mit einer Gating-Strategie, die der
auf Abb. 6 ausgefiihrten Strategie entspricht. Im Beispiel dargestellt ist, dass es mit Ausnahme von CTLA-4
zu keiner nennenswerten Koexpression von Koinhibitoren kommt. CTLA-4 hingegen wird auf 13,9% aller
CD4'PD1" T-Zellen exprimiert wird (vgl. Abb. 9).
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Abbildung 9: Darstellung der Expression von Koinhibitoren auf PD-1* CD4" T-Zellen.

a) Vollblut von 17 gesunden Probanden unterschiedlichen Geschlechts und Alters mit oberflachlicher Farbung
von PD-1, LAG-3 und TIM-3 sowie intrazelluldrer Farbung von CTLA-4. Die relative Expression der hier
dargestellten Koinhibitoren (CTLA-4, LAG-3, Tim-3) bezieht sich auf die Gesamtheit aller CD4"PD-1* T-
Zellen. LAG-3 bzw. Tim-3 werden im Median auf 0,6% (0-2,3%) bzw. auf 0,4% (0 - 20,5%) aller CD4"PD-
1" T-Zellen exprimiert. CTLA-4 wird im Median auf 16,1% (7,8 — 26,7%) aller CD4"PD-1* T-Zellen
exprimiert. b) Visualisierung der prozentualen Verteilung von Koinhibitoren auf CD4*PD-1* T-Zellen anhand
einer exemplarischen Farbung. Die Grafik zeigt, dass LAG-3 und Tim-3 nur auf einer sehr kleinen Anzahl von
CD4'PD-1* T-Zellen exprimiert wird, wohingegen deutlich mehr CD4'PD-1" T-Zellen CTLA-4

koexprimieren.
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4.3.3 Expression von Koinhibitoren auf humanen Regulatorischen T-Zellen
Als Referenzpopulation, der die Phénotypisierungsdaten von CD4'PD-17 T-Zellen
gegentibergestellt werden konnen, wurden Tregs phénotypisiert. Die Population der Tregs
macht im Durchschnitt einen Anteil von 5% an der Gesamtpopulation aller CD4" T-Zellen
aus (M =4,34% (2,38 — 7,76%). Auf Tregs liegt die Expression von PD-1 im Median bei
0,1% (0 — 0,53%) und betrdgt damit etwa ein Viertel der PD-1-Expression auf CD4" T-
Zellen. Eine weiterfiihrende Analyse der Koexpression weiterer Koinhibitoren auf Tregs,
die bereits einen Koinhibitor exprimieren, ist aufgrund zu geringer Zellzahlen nicht erfolgt.
Die Expression von CTLA-4 auf Tregs liegt im Median bei 27% (18,4 — 49%), die
Expression von LAG-3 (M = 0,3% (0,1 — 2,4%)) und Tim-3 (M = 0,2 (0 — 6,5%)) deutlich
darunter (s. Abb. 10 und 11).
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Abbildung 10: Exemplarische Fiarbung von Regulatorischen T-Zellen hinsichtlich der Expression der
Koinhibitoren PD-1, CTLA-4, LAG-3 und Tim-3.

Zur Erlauterung der abgebildeten Gatingstrategie, s. Abb. 6. Dariiber hinaus zu sehen ist die Farbung von
Koinhibitoren auf Regulatorischen T-Zellen, die als CD4*CD25"CD127- T-Zellen (rechter unterer Quadrant
im entsprechenden Dotplot) definiert sind. Wahrend PD-1, LAG-3 und Tim-3 jeweils auf weniger als 0,3%
aller Tregs exprimiert werden, wird CTLA-4 im gezeigten Beispiel auf 18,5% aller Tregs exprimiert.
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Abbildung 11: Darstellung des Koinhibitorprofils Regulatorischer T-Zellen.

a) Vollblut von 17 gesunden Probanden unterschiedlichen Geschlechts und Alters mit oberflédchlicher Féarbung
von PD-1, LAG-3 und Tim-3 sowie intrazelluldrer Farbung von CTLA-4 auf CD4*CD25*CD127" T-Zellen
(Tregs). Die relative Expression bezieht sich auf die Gesamtheit aller Tregs. b) Exemplarische Darstellung
des Rezeptorprofils von Tregs eines Probanden. Die Abbildung soll das Verhéltnis der relativen Expression
der Koinhibitoren in Bezug aufeinander représentieren. Zu sehen ist, dass CTLA-4 in hohem Mafle auf Tregs

exprimiert werden, wéhrend die iibrigen untersuchten Koinhibitoren (Rest) kaum exprimiert werden.
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4.3.4 Anteil von Tru - Zellen an der Population humaner CD4*PD-1" T-Zellen
Tru-Zellen sind eine weitere CD4" T-Helferzell-Subpopulation, die essentiell ist im Rahmen
der Aktivierung und Differenzierung naiver B-Zellen zu antikorperproduzierenden
Plasmazellen (Law et al., 2020). Der oberflachlich exprimierte Chemokinrezeptor CXCR-5
kann gemeinsam mit PD-1 als definierender Populationsmarker herangezogen (vgl. Kapitel
1.2.2). Zur Ermittlung des Anteils von Tru-Zellen an der Population ruhender CD4PD-1"
T-Zellen wurde daher die Population CXCR-5 — exprimierender CD4'PD-1" T-Zellen
ermittelt.

Der Anteil von CXCR-5" T-Zellen innerhalb der CD4"PD-1" T-Zellen liegt im Mittel bei
31%, was einer deutlichen Anreicherung von Tru-Zellen innerhalb der Population der
CD4"PD1" T-Zellen gegeniiber der Population CD4" T-Zellen entspricht, innerhalb derer
Tru-Zellen durchschnittlich 13% ausmachen (s. Abb. 12 und 13).
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Abbildung 12: Gatingstrategie zur Identifikation von Tru— Zellen innerhalb CD4"PD-1" T-Zellen.
Zunéchst wurde nach dem in Abb. 1 skizzierten Gatingschema verfahren, um CD4"PD-1" T-Zellen zu
identifizieren. AnschlieBend wurde die Population der CXCR-5" T-Zellen innerhalb der CD4"PD-1" T-Zellen
bestimmt. Mit der Identifizierung CD4"CXCR-5" T-Zellen ist analog verfahren worden (Abb. nicht gezeigt).
Der Anteil von Tru-Zellen an CD4"PD-1" T-Zellen macht im gezeigten Beispiel 33% (gegeniiber einem
Gesamtdurschnitt von aus 31%) aus.
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Abbildung 13: Darstellung des Anteils von Tru - Zellen innerhalb der CD4* T-Zellen sowie innerhalb
CD4"PD1* T-Zellen.

Vollblut von 17 gesunden Probanden unterschiedlichen Geschlechts und Alters mit oberflachlicher Farbung
von PD-1 und CXCR-5 zur Bestimmung des Anteils von (a) Try — Zellen innerhalb der CD4" T-Zellen sowie
(b) innerhalb der CD4'PD1" T-Zellen. Im oberen Teil der Abbildung befindet sich jeweils eine exemplarische
Darstellung des Anteils von (a) Try — Zellen innerhalb von CD4" T-Zellen sowie (b) innerhalb CD4"PD1* T-
Zellen als Sunburst-Diagramm. Der korrespondierende Graph befindet jeweils darunter.

Zusammengefasst zeigte die Phinotypisierung von CD4PD-1" T-Zellen, CD4" T-Zellen
und Tregs eine sehr geringe Expression von LAG-3 und Tim-3. PD-1 wurde nicht auf Tregs
und von CD4" T-Zellen spirlich exprimiert. CTLA-4 wurde in allen untersuchten
Populationen hiufiger exprimiert als die iibrigen Koinhibitoren. Neben einer relativ geringen
CTLA-4 — Expression auf CD4" T-Zellen (3%; von denen sich wiederum 44% den Tregs
zuordnen lieBen; Daten nicht gezeigt) und einer erwartungsgeméill hohen Expression auf
Tregs (29%), zeigte sich eine unerwartet hohe Koexpression von CTLA-4 auf CD4PD-1"
T-Zellen (17%). Von diesen CTLA-4 — exprimierenden CD4"PD-1" T-Zellen lieBen sich
lediglich 6% den Tregs zuordnen (Daten nicht gezeigt). Etwa ein Sechstel der CD4PD-1"
T-Zellen exprimierten also CLTA-4 neben PD-1. Ein Drittel der CD4'PD-1" T-Zellen lie

sich den Tru-Zellen zuordnen.
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4.3.5 Exemplarische Koinhibitoren-Fiarbung eines mit P. falciparum infizierten
Patienten
Um die Dynamik der Verdnderung in der Koinhibitorexpression auf CD4" T-Zellen im
Kontext einer Malariainfektion zu demonstrieren und dariiber hinaus einen Eindruck davon
zu bekommen, inwiefern sich der Anteil von CXCR-5" T-Zellen an CD4'PD-1" T-Zellen
bzw. CD4" T-Zellen im Rahmen einer unkomplizierten Malariainfektion #ndert, wurde
exemplarisch das Vollblut eines Probanden analysiert.
Der Patient stellte sich mit einer akuten, unkomplizierten Malariainfektion durch P.
falciparum an zwei aufeinander folgenden Tagen in der Ambulanz des Bernhard-Nocht-
Instituts in Hamburg vor. Leider stellte sich bei der Auswertung der Blutproben des
Patienten heraus, dass die CD4 — Rezeptorfarbung versagt hatte (s. Abb. 14).
Es erfolgte die augenblickliche Nachfiarbung der Proben, die keinerlei Verbesserung des
Ergebnisses brachte. Auch die Aufarbeitung der zweiten Blutprobe einen Tag spiter, zeigte
keinerlei angefarbte CD4" T-Zellen, wobei eine HIV-Infektion des Patienten ein
Ausschlusskriterium zur Aufnahme in eine Studie gewesen wire. Angesichts dessen lief3e
sich neben einem technischen Fehler beispielsweise auch iliber eine Punktmutation der
Rezeptorbindungsstelle spekulieren, an die der anti-CD4 — Antikorper normalerweise bei
menschlichen T-Zellen bindet. In der Folge wurde eine behelfsweise Gatingstrategie fiir
CD4" T-Zellen unter der Annahme versucht, dass es sich um ein technisches Problem
handelt und die Population der CD4" T-Zellen in der untersuchten Blutprobe des
Malariapatienten enthalten sind. Fiir die Erfassung dieser vermuteten CD4" T-Zellen wurde
ein Gate auf den Bereich der CD8™ T-Zellen gezogen (s. Abb. 15a). Die so eingeschlossenen,
mutmaflich CD4" und sicher CD8 T-Zellen werden im Folgenden kurz CD8 T-Zellen
genannt. Zur Untermauerung dieses Vorgehens wurden bereits analysierte Proben auf
zwelerlei verschiedene Art gegatet: Zum einen mittels der behelfsweisen Gatingstrategie,
die in den Abbildungen 14 und 15a veranschaulicht ist, und zum anderen mittels der
regelrechten Gatingstrategie. Die erneute Untersuchung der gesunden Blutproben mit der
behelfsweisen Gatingstrategie fiir CD4" T-Zellen mit einem Gate auf CD8 und CD4" T-
Zellen erbrachte im Wesentlichen die gleichen Phinotypisierungsergebnisse hinsichtlich der
Expression von Koinhibitoren und dem Chemokinrezeptor CXCR-5 zeigten, wie mit einem
reguldren CD4 - Gate (vgl. Abb. 15b und c).
Aufgrund der Knappheit der zur Verfiigung stehenden Malaria-infizierten humanen
Blutproben sowie der Nebenrolle der durchflusszytometrischen Untersuchung einer

humanen Malaria-Blutprobe im Design dieser Arbeit, ist die Probe trotz dieser
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Ungenauigkeiten verwendet worden. Die folgenden Ergebnisse sind angesichts dessen als
exemplarischer Ausblick auf die Dynamik der Koinhibitor- und CXCR-5 - Expression auf
CD4" T-Zellen im Vergleich zu CD4" T-Zellen von Gesunden zu verstehen. Die Ergebnisse
werden unter der Annahme gezeigt, dass sich die Population der CD4" T-Zellen im
erweiterten Gate auf CD8 T-Zellen verbirgt und haben daher eine eingeschrinkte

Aussagekraft.
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Abbildung 14: Veranschaulichung der zugrundeliegenden Gatingstrategie anhand der Firbung des
malaria-infizierten Blutes vom Tag der Erstvorstellung des Patienten.

Technisch ist bei der Aufarbeitung und Féarbung der mit P. falciparum infizierten Blutprobe
vorgegangen worden, wie bei der Phianotypisierung der gesunden Vollblutproben (vgl. Abb. 1 und
6). Wie im duflerst rechten Dotplot zu sehen ist, mifilang die Anfarbung CD4" T-Zellen, wobei eine
HIV-Infektion im Vorfeld der Probenakquise ein Ausschlusskriterium gewesen wire. Der mit dem
Pfeil gekennzeichnete Dotplot zeigt die nicht-vorhandene CD4" T-Zell-Population, anstelle derer
auf die Population der CD8-negativen CD4-negativen T-Zellen (CD8CD4") unter Einschluss der
formell nicht vorhandenen CD4" gefarbten T-Zellen (CD8") gegatet wurde.
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4.3.5.1 Evaluation einer behelfsweisen Gatingstrategie zur Auswertung der

fehlgefirbten Malariaprobe
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Abbildung 15: Gegeniiberstellung des Rezeptorprofils von CD8 und CD4* T-Zellen auf Grundlage der
17 Blutproben von Gesunden zur Evaluation der Interpretierbarkeit der fehlgefirbten Malaria-
Blutprobe.

Darstellung von jeweils 17 Vollblut-Proben, die bereits als Grundlage fiir die Phénotypisierung von CD4" T-
Zellen, PD-1" T-Zellen und Tregs humaner gesunder Probanden in den vorangegangenen Kapiteln dienten (s.
Kap. 4.3.1). a) Behelfsweise Gatingstrategie einer regelrecht gefarbten Vollblutprobe eines Gesunden zur
Evaluation der Interpretierbarkeit von Phénotypisierungsdaten auf Grundlage von CD8" T-Zellen. Nach dem
Gating auf Lymphozyten, Einzelzellen, lebende Zelle und T-Zellen nach bekanntem Schema (vgl. Abb. 1), ist
das Gate, das eigentlich CD4" T-Zellen identifizieren soll, so groff angelegt worden, dass auch CD8-CD4" T-
Zellen mit in das Gate fir CD4" T-Zellen eingeschlossen wurden (durch roten Pfeil gekennzeichnetes Gate).
Auf diese Weise wurde die bei der fehlgefarbten Malariaprobe verwendete Gatingstrategie und der Umstand
des Einschlusses von C4CD8" T-Zellen in das Gate fiir CD4" T-Zellen simuliert, um den so bedingten Grad
der Verfalschung der Phénotypisierungsergebnisse abschétzen zu kdnnen. b) Expression von Koinhibitoren
und dem Chemokinrezeptor CXCR-5 auf CD8" T-Zellen sowie Quantifizierung des Anteils an Tregs innerhalb
der Population CD8" T-Zellen. Die zugehorige Gatingstrategie ist der Strategie nachempfunden, die auch bei
der fehlgefirbten Malariaprobe angewendet wurde (s. Abb. 14 und 15a). Das CD4-unabhéngige Gating
entsprach der in Abb. 1 dargestellten Gatingstrategie. ¢) Die Abbildung basiert auf den Daten, die bereits in
diesem Kapitel gezeigten wurden (Kap. 4.3.1. —4.3.4) und dient hier lediglich der direkten Gegeniiberstellung.
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Um zu testen, wie sehr die Phédnotypisierungsergebnisse hinsichtlich der Expression von
Koinhibitoren und CXCR-5 auf CD8 CD4"* T-Zellen von den bereits erhobenen, regelrecht
gefirbten- und gegateten Ergebnissen auf CD4" T-Zellen (vgl. Kap. 4.3.1. — 4.3.4)
abweichen, wurde die behelfsweise Gatingstrategie der regelrechten Gatingstrategie
gegeniibergestellt und verglichen, ob sie in der Untersuchung von CD4" T-Zellen gesunder
Probanden vergleichbare Ergebnisse liefert. Der Grad der Abweichung der
Phéanotypisierungsdaten unter Verwendung der unterschiedlichen Gatingstrategien diente als
Rationale fiir die Entscheidung fiir oder gegen die Verwendung der fehlgefiarbten
Malariaprobe.

Wie in Abbildung 15 zu sehen ist, weichen die Daten nur marginal voneinander ab. Das
konnte beispielsweise durch den normalerweise nur geringen Anteil der CD8 CD4 T-Zellen
an der ausgewerteten Gesamtpopulationen CD3" T-Zellen liegen, der bei den Blutproben
der gesunden Spender im Schnitt bei 14% lag. Vor diesem Hintergrund wird die fraglich-
fehlgefarbte Malariaprobe im Folgenden ausgewertet und den Ergebnissen der Analyse der
Blutproben gesunder Spender als exemplarischer Ausblick der Koinhibitorexpression in
einem immunologischen Kontext, in dem bereits ein extrinsisch-regulatorisches Potential
von CD4'PD-1" T-Zellen nachgewiesen werden konnte. Dies geschieht mit dem expliziten
Verweis auf die Notwendigkeit der Ergdnzung und Wiederholung des Versuchs mit einem

grofBerem Stichprobenumfang und auf technisch zweifelsfreier Grundlage.
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4.3.5.2 Vergleich der Rezeptorexpression von CD4* T-Zellen, CD4"PD-1* T-Zellen
und Tregs eines mit P. falciparum infizierten Menschen mit gesunden
Menschen
Die PD-1-Expression auf CD4" T-Zellen des Patienten stieg zwischen den beiden
Untersuchungspunkten an. Initial betrug sie 0,9% (t0), am Folgetag 2,93% (tl), was eine
deutliche Steigerung im Vergleich zu den CD4"PD-1" T-Zellen von Gesunden bedeutete.
Die Expression von PD-1 auf Tregs lag mit 0,9% (t0) bzw. 1,2% (t1) unter der
Expressionsrate von Gesunden (2%). CTLA-4 wurde von allen untersuchten Koinhibitoren
am héufigsten exprimiert: 6,7% (t0) bzw. 11,2% (t1) aller CD4" T-Zellen, 50,2% (t0) bzw.
48,1% (t1) aller Tregs und 77,4% bzw. 80,3% aller CD4"PD-1" T-Zellen exprimierten
CTLA-4.

100+ ® Tag der Erstkonsultation  (t0)
% @® Tag 1 nach Erstkonsultation (t1)
o 80 = ® Gesund-Kontrollen (Gesunde)
S o
—
*— 60+
(]
o =
(ve] -
X 40
O
) i e v
& 20 ‘ -
=S
| - ... ...
X o % 6
¥ S & &
N S O
& S

Abbildung 16: Phiinotypisierung von CD4"PD-1" T-Zellen eines akut an einer unkomplizierten Malaria
durch P. falciparum Erkrankten.

Vollblut-Analyse eines Malaria-infizierten Probanden. Das Blut wurde zur durchflusszytometrischen
Untersuchung oberfldchlich auf die Rezeptoren CD25, CD127, CD4, PD-1, LAG-3, Tim-3 und CXCR-5
gefarbt sowie intrazelluldr auf die Rezeptoren CD3 und CTLA-4. Die Gatingstrategie hinsichtlich der
Definition CD4" T-Zellen entsprach der in Abb. 14 dargestellt Strategie, d.h. das Gate fiir CD4" T-Zellen
umfasst zusitzlich noch die Quadranten fiir CD8 CD4 T-Zellen (CD8"CD4 " oder CD4"").

Das tibrige Gatingschema hinsichtlich der Koinhibitoren, Chemokinrezeptoren und T-Zell-Subpopulationen
entsprach der in Abb. 1 skizzierten Strategie. Der Tag der Vorstellung des Patienten in der Ambulanz des
Bernhard-Nocht-Instituts (t0) ist in roten Punkten dargestellt, die Folgekonsultation (t1) am Tag danach in
blauen Punkten. Die schwarzen Punkte stellen die Analyse gesunder, humaner Proben dar, die als Kontrollen
hinsichtlich der Rezeptor-Expression auf den P. falciparum — exponierten T-Zellen dienen. Die Kontrollen
sind nach demselben Schema gegatet worden, wie die Malaria-Proben (vgl. Abb. 15a).
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Abbildung 17: Phinotypisierung von CD4* T-Zellen und Tregs eines akut an einer unkomplizierten
Malaria durch P. falciparum Erkrankten.

Vollblut-Analyse eines Malaria-infizierten Probanden. Aufarbeitung des Bluts und Gatingschema entsprechen
Abb. 15a. Die Phinotypisierung von (a) CD4" T-Zellen und (b) Tregs erfolgte zur Gegeniiberstellung der
phédnotypisierten CD4*PD-1" T-Zell-Population. CD4" T-Zellen und Tregs exprimieren jeweils insgesamt nur
miBig mehr Koinhibitoren im Vergleich zu Gesunden und im Verhiltnis zur insgesamt gesteigerten
Expressionsrate auf CD4"PD-1" T-Zellen.
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Die LAG-3 — Expression betrug auf CD4" T-Zellen 2% (t0) bzw. 4,1% (t1), auf Tregs jeweils
1,4% (t0) und 2,1% (t1) und auf CD4"PD-1" T-Zellen 48,7% bzw. 47,3% (vgl. Abb. 16-18).
Die Expression von Tim-3 lag an beiden Tagen unverindert bei 2,8% auf CD4" T-Zellen,
bei 3,1% (t0) bzw. bei 1,86% (t1) auf Tregs und bei 22% (t0) bzw. 20,3% (t1) auf CD4 " PD-
1" T-Zellen. Die Expression des Chemokinrezeptors CXCR-5 lag auf CD4" T-Zellen bei
14,7% (t0) bzw. 13,7% (t1) und auf CD4"PD-1" - T-Zellen bei 20,3% (t0) bzw. bei 18,9%.
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Abbildung 18: Zusammenfassende Gegeniiberstellung der Phinotypisierung von CD4"PD-1* T-Zellen,
CD4" T-Zellen und Tregs eines akut an einer unkomplizierten Malaria durch P. falciparum Erkrankten.
Aufarbeitung des Bluts und Gatingschema entsprechen Abb. 15a. Die P. falciparum — assoziierte Zunahme
der Koinhibitor (Ko-) Expression féllt auf CD4'PD-1" T-Zellen besonders deutlich aus (CTLA4 >> LAG3 >
Tim3). Demgegeniiber imponiert eine leichtgradige Abnahme des Anteils von Tru-Zellen an der CD4"PD-1*
T-Zell — Population.

Zusammengefasst zeigte sich eine deutliche Zunahme der Koexpression von Koinhibitoren
auf CD4"PD-1" T-Zellen. Besonders fiel dabei die Koexpression von CTLA-4 durch einen
GroBteil der CD4"PD-1" T-Zellen auf, die einer Steigerung der CTLA-4 — Koexpression um
den Faktor 5 entsprach. Interessanterweise entfiel die grofte relative Steigerung der
Expression auf CD4" T-Zellen und Koexpression auf CD4"PD-1" T-Zellen auf LAG-3,
namlich um den Faktor 10 bei CD4" T-Zellen und um den Faktor 60 bei CD4"PD-1" T-
Zellen.

Der Anteil von Try Zellen verringerte sich innerhalb der CD4'PD-1" T-Zellen leichtgradig
im Vergleich zu einem etwa konstanten Anteil an CD4" T-Zellen (Daten nicht gezeigt).
Von Bedeutung ist, dass der Anteil CTLA-4 exprimierender CD4PD-1" T-Zellen innerhalb
beider Malariaproben vergleichbar hoch war, nachdem mittels Boolean Gating-Strategie
Tregs aus der Population der CD4"PD-1" T-Zellen herausgerechnet wurden (78%; Daten
nicht gezeigt), d.h. in der Population CTLA-4 - exprimierender CD4'PD-1" T-Zellen sind

keine Tregs enthalten.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit ging es darum, die regulatorischen und phénotypischen
Eigenschaften von CD4"PD-1" T-Zellen gesunder Probanden in vitro zu charakterisieren.
Es konnte eine extrinsisch-regulatorische Wirkung von CD4"PD-1" T-Zellen auf stimulierte
CD4" T-Zellen gezeigt werden, die mit einer Verminderung der Konzentrationen von IL-2,
IFN-y und IL-10 einherging. Ruhende CD4"PD-1" T-Zellen wiesen eine vergleichsweise
hohe Koexpression von CTLA-4 auf und konnten zu etwa einem Drittel den Tru-Zellen
zugeordnet werden. Die Koexpression von CTLA-4 lieB sich anhand einer humanen P.
falciparum — infizierten Blutprobe in deutlich gesteigerter Form nachvollziehen.

Inwiefern die Expression von PD-1 auf CD4" T-Zellen im gesunden, menschlichen
Organismus ein Marker fiir eine physiologische und temporire Balancierung einer akuten
Immunreaktion, ein Ausdruck eines Erschopfungszustands der betreffenden Zellen oder ein
Ausdruck nicht nur einer immunregulierten, sondern auch einer regulierenden
Zellpopulation ist, ist aktuell unklar. Dariiber hinaus bietet die weitere Charakterisierung
CD4"PD-1" T-Zellen — hier geschehen anhand der Analyse des Zytokinprofils sowie der
Koexpression weiterer Koinhibitoren und des Chemokinrezeptors CXCR-5 - eine
Annéherung an die Frage, ob die Expression von PD-1 auf CD4" T-Zellen das alleinige und
entscheidende Merkmal zur Erkldrung der hier gezeigten Eigenschaften von CD4PD-1" T-
Zellen ist oder ob weitere Faktoren, wie beispielsweise ein distinktes Zytokinmilieu oder die
Koexpression weiterer Koinhibitoren, dazu notig sind. Zur Einordnung der hiesigen Befunde
in das bestehende Verstindnis von CD4"PD-1" T-Zellen, werden im Folgenden immer
wieder Beziige zu unterschiedlichen immunologischen Settings und den jeweiligen
kontextspezifischen Eigenschaften von PD-1 hergestellt, um daraus Gemeinsamkeiten und
Unterschiede zu der hier charakterisierten Population von CD4"PD-1" T-Zellen ableiten zu

konnen.

5.1 CD4'PD-1" T-Zellen gesunder Menschen konnen die Proliferation
stimulierter CD4" T-Zellen hemmen

In den durchgefiihrten Suppressionsassays zeigte sich bei allen drei Probanden eine
dosisabhiingige Suppression der Proliferation von CD4" T-Zellen, die polyklonal mittels
anti-CD3/ anti-CD28 — Beads stimuliert und mit CD4"PD-1" T-Zellen kokultiviert wurden.

Der Effekt war in zwei der drei Assays weniger stark ausgeprégt als bei Kokultivierung von
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stimulierten CD4" T-Zellen mit Tregs. In einem von drei Assays zeigte sich eine stirkere
Suppression als bei Kokultivierung mit Tregs (s. Abb. 3). Diese Ergebnisse zeigen, dass
CD4"PD-1" T-Zellen in vitro auch unabhingig vom Malariakontext eine Treg-dhnliche
Funktion ausiiben kénnen, ohne dabei phanotypische Merkmale von Tregs aufzuweisen.
Dies weist darauf hin, dass ein solcher extrinsisch-regulatorischer Mechanismus
antigenunabhingig induzierbar ist und auch in anderen immunologischen Settings eine Rolle

spielen konnte.

Zur Ermittlung der Ergebnisse ist ein *H Thymidin — Proliferationsassays verwendet worden.
Hierbei wird radioaktives Thymidin im Laufe der S-Phase proliferierender Zellen in die neu
entstehende DNA verbaut und dient als Surrogatmarker fiir die Proliferation innerhalb der
entsprechend behandelten Zellpopulation. Da der Einbau des *H Thymidin in die neu
entstehende DNA nicht regelméBig, sondern zufillig verteilt ist, ist eine Verteilung der
radioaktiven Base in der neu synthetisierten DNA denkbar, die nicht 1:1 mit der
Zellproliferation korreliert. Dariiber hinaus wurde eine mdgliche, dosisabhingige Inhibition
der DNA-Synthese durch *H Thymidin diskutiert (Hu et al., 2002). Weniger storanfillig
wire ein Proliferationsassay mit dem Proliferationsfarbstoff eF450, der nicht von der DNA
der Zielzellen inkorporiert wird und dariiber hinaus die Teilungsschritte der
Zielzellpopulation auf Zellebene quantifizierbar macht. Innerhalb der Arbeitsgruppe, aus der
heraus diese Arbeit entstanden ist, sind in der Zwischenzeit beide Methoden
gegeniibergestellt worden, wobei sich die jeweiligen Ergebnisse in ihrer Aussage gleichen
(Kaminski, 2017). Da in der vorliegenden Arbeit die gleiche Dosierung und Pulsationsdauer
mit *H Thymidin verwendet wurde, wie bei Mackroth et al., und sich alle drei durchgefiihrten
Assays in ihren Ergebnissen dhneln, kdnnen die hier beschriebenen Ergebnisse als belastbar
gelten. Eine Uber- oder Unterschiitzung der suppressiven Eigenschaften von PD-1" T-Zellen

lasst sich angesichts der beschriebenen Effekte dennoch nicht génzlich ausschlieBen.

Beachtenswert ist auBerdem die Proliferationsrate in den Wells mit 2,5 x 10* stimulierten
CD4"PD-1" T-Zellen, die in den drei Experimenten einen Anteil von 8% bis 27% der
Referenzproliferationsrate ausmachte. Bei den Tregs lag das eigene proliferative Potential
lediglich zwischen 1% und 2%. Ein nicht unerheblicher Anteil der Gesamtproliferation in
den Kokulturen mit CD4" T-Zellen und CD4"PD-1" T-Zellen stammt also von den CD4"PD-
1" T-Zellen selbst. Dies zeigt einen dualen Regulationsmechanismus auf, der sich aus einem
intrinsisch- und einem extrinsisch-regulierenden Anteil zusammensetzt. Gleichzeitig wird

die Potenz des hier beschriebenen extrinsischen Regulationsmechanismus von CD4 " PD-1"
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T-Zellen eher noch aufgewertet, da zur Evaluation des extrinsischen Anteils das eigene
(intrinsische) Proliferationspotential von CD4PD-1" T-Zellen von der Gesamtproliferation
in den Wells mit Kokultivierung von CD4" T-Zellen und CD4"PD-1" T-Zellen abzuziehen
ist.

Dass PD-1 ein regulatorisch wirkender Rezeptor und essentiell ist zur Aufrechterhaltung und
Einstellung einer Balance aus pro- und anti-inflammatorischen Immunantwort sowie der
peripheren Toleranz, konnte bereits frith anhand von knock-out — Studien gezeigt werden.
Verschiedene Arbeitsgruppen beschrieben einen autoimmunen Phénotyp bei PD-1 —
depletierten Mausen, die innerhalb von 14 Monaten histopathologische Korrelate einer
Glomerulonephritis sowie Arthritiden aufwiesen. Die Autoren beschrieben iiber
unterschiedliche Mausstimme hinweg den klinischen und histopathologischen Befund einer
Erkrankung, die dem Systemischen Lupus Erythematodes dhnelte, der bis heute als Prototyp
autoimmuner Erkrankungen gilt (Nishimura et al., 1999; Chockalingam et al., 2003).
Demgegeniiber zeigen CTLA-4 - defiziente Maéduse eine rasch voranschreitende
lymphoproliferative Erkrankung, die nach wenigen Wochen tddlich verlduft (Tivol et al.,
1995; Waterhouse et al., 1995). Vergleichbare Ergebnisse zeigten Treg-depletierte Mause,
die ebenfalls nach wenigen Wochen im Rahmen einer rasch voranschreitenden
lymphoproliferativen Erkrankung verstarben. Die klinischen und dynamischen Unterschiede
zwischen PD-1 - defizienten und CTLA-4- bzw. Treg-defizienten Mausen weisen darauf
hin, dass PD-1 einen zwar essentiellen, aber weniger potenten Einfluss auf die
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz hat, als CTLA-4 bzw. Tregs. Eingeschrinkt
werden muss, dass dies die Perspektive auf den (murinen) Organismus im Ganzen ist. Feiner
nuancierte, lokal begrenzte oder kontextabhingige extrinsisch-regulierende Eigenschaften
von CD4'PD-1" T-Zellen wiren nichtsdestotrotz denkbar. Tatsichlich &hneln die hier
vorgelegten Ergebnisse denen von Mackroth et al., 2016, die im Kontext einer humanen
Malariainfektion eine extrinsisch-regulatorische Wirkung von CD4"PD-1" T-Zellen auf
CD4" T-Zellen zeigen konnten, nachdem in vitro mit Plasmodien-infizierten Erythrozyten
(iRBC) stimuliert wurde. Dieselben CD4"PD-1" T-Zellen waren nicht in der Lage, CD4" T-
Zellen zu regulieren, die mittels Tetanus Toxin oder CMV stimuliert wurden, was auf einen
antigenspezifischen Mechanismus hindeutet.

Demgegentiber untersuchten Che et al., 2010, im HIV-Zellkulturmodell die Auswirkungen
der T-Zell - Stimulation durch DZ, wenn die DZ zuvor mit HIV-1 infiziert worden waren.
Sie fanden, dass das Proliferationspotential von T-Zellen, die mit infizierten DZ stimuliert

wurden, um 50% einbrach. Dariiber hinaus fiihrte die Kokultivierung dieser vermindert
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proliferierenden T-Zellen mit einem neuen Ansatz aus infizierten oder nicht infizierter DZ
und naiven T-Zellen zu einer Suppression der naiven T-Zellen, und zwar unabhéngig vom
HIV-Status der verwendeten DZ. Die Zellkulturiiberstinde wiesen keine vermehrten
Konzentrationen von IL-10 oder TGF-p als losliche Regulatoren auf, dafiir zeigte sich eine
verminderte IL-2 - Konzentration gegeniiber den Ansdtzen ohne die supprimierende T-
Zellpopulation. Dariiber hinaus konnte anhand von Transwell-Experimenten eine
Kontaktabhingigkeit des extrinsisch-regulierenden Mechanismus gezeigt werden, was in
Einklang steht mit den Transwell-Ergebnissen von Mackroth et al. Auffallend war zudem
eine erhohte Expression von PD-1, CTLA-4 und dem Apoptose-induzierenden
Oberflachenrezeptor TRAIL, wobei die Antikdrperblockade von PD-1, CTLA-4 und TRAIL
zu einer Wiederherstellung des Proliferationspotentials der zuvor supprimierten (und
supprimierenden) T-Zellen fiihrte (Che ef al., 2010). Im Gegensatz dazu fiihrte die
Antikorperblockade von TGF-B, IL10-Rezeptor, CTLA-4 und PD-L1 im Setup von
Mackroth et al. nicht zu einer Authebung der PD1°CD4" T Zell-assoziierten Suppression.
Das spricht entweder dafiir, dass die Expression des apoptoseinduzierenden Rezeptors
TRAIL der entscheidende regulatorische Mechanismus von PD1"CD4" T Zellen ist oder
dafiir, dass es sich bei PD1°CD4" T Zellen kontextabhingig und/ oder interindividuell um
eine inhomogene Zellpopulation handelt, die durch unterschiedliche Mechanismen
regulatorisch wirken kann.

Mackroth et al. und Che et al. zeigten zusammengefasst jeweils eine CD4'PD-1" T-
Zellpopulation, die in ihren funktionellen FEigenschaften sowie im begleitenden
Zytokinprofil den hier charakterisierten CD4"PD-1" T-Zellen frappierend dhnelt, wiewohl
einige Aspekte, wie etwa die Kontaktabhdngigkeit, in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht wurden. In der Zusammenschau ergibt sich das Bild einer Treg-dhnlichen
Population innerhalb der CD4"PD-1" T-Zellen, die kontextabhingig, antigenspezifisch und
kontaktabhéngig ein extrinsisch-regulatorisches Potential entfalten kann. Der genaue
Zellkontakt-abhdngige Mechanismus ist dabei unklar.

Der Aspekt der Kontaktabhéngigkeit ist eine interessante Parallele zu einem Teil der
Effektormechanismen von Tregs. Ein Beispiel fiir einen solchen kontaktabhéngigen
Regulationsmechanismus von Tregs ist die Expression von CTLA-4, wie sie auch in der
vorliegenden Arbeit sowohl auf Tregs als auch auf PD-1" T-Zellen vermehrt dargestellt
werden konnte (s. Abb. 9 und 11; Wing et al., 2008). Insofern wére es denkbar, dass der
eigentlich supprimierende Mechanismus von CD4"PD1" T-Zellen durch die Koexpression

von CTLA-4 vermittelt wird. Zudem wird CTLA-4 auf konventionellen, aktivierten T-
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Zellen nach etwa 48 Stunden vermehrt exprimiert, sodass die tatsdchliche Expression (und
Koexpression auf PD-1" T-Zellen) von CTLA-4 im Rahmen des hier durchgefiihrten
Suppressionsassays wahrscheinlich deutlich iiber der bereits vermehrten Koexpression von
CTLA-4 auf ruhenden T-Zellen liegt. Dies wird untermauert durch die deutliche Zunahme
der Koexpression von CTLA-4 auf CD4'PD-17 T-Zellen in der exemplarisch
phénotypisierten Malariaprobe dieser (vgl. Kapitel 4.3.5) und anderer Arbeiten (Che et al.,
2010; Larkin et al., 2015; Mackroth et al., 2016; Abel et al., 2018). Interessanterweise fiihrt
die CTLA-4 - abhédngige Signaltransduktion bzw. die kompetitive Interaktion mit den CD28
- (und CTLA-4) Liganden, CD80 (B7.1) bzw. CD86 (B7.2.), ebenfalls zu einer verminderten
IL-2 - Konzentration im untersuchten Zellkulturiiberstand (Walunas, Bakker and Bluestone,
1996; Walker, 2013), was eine Parallele zu dem Zytokinprofil ist, das sich im Uberstand der
Kokulturen aus CD4" und CD4PD1" T-Zellen zeigte (vgl. Abb. 5). Zudem sind auch
konventionelle CD4"CTLA-4" T-Zellen in Treg-depletierten Méusen in der Lage im Sinne
einer zellextrinsischen Regulation immunsupprimierend zu wirken (Wang ef al., 2012). Es
ist also moglich, dass die Expression von CTLA-4 auch bedeutsam fiir das extrinsisch-
regulierende Potential der CD4"PD-1" T-Zellen ist. Vor diesem Hintergrund wire ein
symbiotischer Regulationsmechanismus von PD-1 und CTLA-4 denkbar. Hafalla et al.,
2012, zeigten in diesem Zusammenhang, dass PD-1 und CTLA-4 auf CD4" und CD8" T-
Zellen im Zuge einer murinen Plasmodien-induzierten zerebralen Malaria deutlich
heraufreguliert waren. Nach erfolgter Antikrpertherapie mit anti-CTLA-4 (a-CTLA-4)
oder anti-PD-1 — Antikorpern (a-PD-1) in vivo zeigten anschlieend in vitro re-stimulierte
CD4" T-Zellen eine deutlich erhdhte IFN-y — Konzentration im Uberstand, was mit den
Ergebnissen von Mackroth et. al, 2016, und dem hier gezeigten PD-1 — assoziierten
Suppressionseffekt von IFN-y in Einklang zu bringen ist. Sowohl die Blockade der PD-1 —
PD-LI - als auch der CTLA-4 — Signalachse flihrte zudem zum Auftreten einer zerebralen
Malaria in BALB/c — Miusen, die normalerweise keine zerebrale Malaria entwickeln. Durch
Anwendung von anti-PD-1 oder anti-CTLA-4 — Antikorpern jeweils unter vorheriger
Depletion von CD4" oder CD8" T-Zellen zeigte die Arbeitsgruppe, dass die Abwesenheit
von CD4" T-Zellen keinen Effekt auf die proinflammatorische Medikation mit a-PD-1 hatte,
wohingegen die proinflammatorische Wirkung von a-CTLA-4 abgeschwicht wurde. Dies
deutet auf ein groBeres Regulationspotential durch CTLA-4 als durch PD-1 auf CD4" T-
Zellen in diesem Kontext hin und wiirde eine ergdnzende Regulation von CTLA-4 auf

CD4*PD-1" T-Zellen erkliren.
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Dazu passend zeigten Hui et al., 2017, dass die PD-1 — vermittelte zellintrinsische
Regulation nicht nur durch die Inhibierung der TZR-Signaltransduktion, sondern auch tiber
die Inhibierung der Signaltransduktion des kostimulierenden Rezeptors CD28 funktioniert
(Hui et al., 2017). Demgegeniiber reguliert CTLA-4 die Expression von CD28 auf T-Zellen
herunter und konkurriert mit auf T-Zellen exprimierten CD28-Rezeptoren um dieselben
Liganden in einem extrinsisch-regulierenden Sinne (Walker, 2013; vgl. Kapitel 1.3.2).
Diesem Gedanken folgend wire PD-1 dafiir verantwortlich, dass die CD4"PD-1" T-Zellen
in Monokultur ein vermindertes Proliferationspotential aufweisen, wohingegen CTLA-4 die
extrinsisch-regulierende Wirkung in der Kokultur vermittelt. Ebenfalls plausibel vor diesem
Konzept der symbiotischen und damit auch potenzierten Wirkung von PD-1 und CTLA-4
ist die Tatsache, dass eine Kombinationstherapie mit Nivolumab (PD-1 — Antikorper) und
Ipilimumab (CTLA-4 — Antikorper) im Rahmen der Therapie eines fortgeschrittenen
Melanoms einerseits zu einer verbesserten Ansprechrate, andererseits aber auch zu
hiufigeren und schwereren immunvermittelten Nebenwirkungen fiihrte (Wolchok et al.,
2013; Sharpe and Pauken, 2017). Gegen eine entscheidende Beteiligung von CTLA-4 am
suppressiven Potential von CD4"PD-1" T-Zellen spricht, dass die Suppressionsfahigkeit von
PD-1" T-Zellen in vitro unter antikorpervermittelter Blockade von CTLA-4 im bereits
skizzierten Malariakontext erhalten blieb (Mackroth et al., 2016). Interessant wire eine
dezidierte Reevaluation des regulatorischen Profils von CD4'PD-1"CTLA-4" T-Zellen
gegeniiber CD4" T-Zellen die jeweils nur PD-1 oder CTLA-4 exprimieren, um die hier
gezeigten Effekte besser zuordnen bzw. einen symbiotischen Effekt der Koexpression beider
Koinhibitoren aufdecken zu kdnnen.

Abschliefend angemerkt werden soll die Beobachtung, dass LAG-3 den relativ gesehen
groBten Zuwachs der Expression auf CD4" T-Zellen der hier gefarbten, exemplarischen
Malariaprobe verzeichnete. Diese Beobachtung deckt sich mit einigen Befunden aus dem
akut-infektiologischen und onkologischen Setting (Butler ef al., 2012; Abel et al., 2018;
Dong et al., 2019). Dies ist interessant, da LAG-3, dhnlich wie CTLA-4, extrinsisch-
regulierende Mechanismen auf Tregs vermittelt. Eine Rolle von LAG-3 im Rahmen des
extrinsischen Regulationspotentials von CD4"PD-1" T-Zellen wire also kontextabhingig
ebenfalls denkbar, was in nachfolgenden Studien weitergehend beleuchtet werden sollte.

In der Zusammenschau sind CD4PD-1" T-Zellen in der Lage in Treg-dhnlicher Weise CD4"
T-Zellen zu regulieren. Dies deutet auf eine groBere Tragweite des regulierenden PD-1 —
abhingigen Potentials hin, als bislang angenommen. Inwiefern dabei weitere Faktoren, wie

die Koexpression von CTLA-4, eine Rolle spielen, welche molekularbiologischen
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Prinzipien zugrunde liegen und welche Konsequenzen dies fiir die therapeutische
Manipulation des PD-1-PD-L — Signalwegs hat, muss in nachfolgenden Studien beleuchtet

werden.

5.2 Die Kokultivierung von CD4"PD-1" T-Zellen mit stimulierten CD4"
T-Zellen fiihrt zu einer Suppression von IL-2, IFN-y und IL-10

Zur Evaluation weiterer Mechanismen der extrinsisch-regulierenden Kapazitit von
CD4'PD-1" T-Zellen wurden die Uberstande aus den Wells der Suppressionsassays
hinsichtlich des vorherrschenden Zytokinprofils untersucht. Im Rahmen des durchgefiihrten
LEGENDplex™ Human Th Cytokine Panel (13-plex) wurden die Zytokine IFN-y, IL-2,
TNF-o und IL-10 untersucht, die sowohl im Malaria-Kontext als auch im Rahmen vieler
weiterer immunologischer Herausforderungen entscheidend zu einer balancierten

Immunantwort aus pro- und anti-inflammatorischen Komponenten beitragen.

Vorab angemerkt werden soll, dass bei der Auswertung der Ergebnisse ein durchgehend
fehlender Zytokinnachweis in der Referenzpopulation von Suppressionsassay III bei
ansonsten plausiblen Konzentrationen in den Uberstéinden von Suppressionsassay III im
Kontext der librigen Assays auffiel (s. Abb. 5). Ob es sich hierbei um einen technischen,
materiellen Fehler oder um ein tatséchliches immunologisches Phdnomen handelt, lisst sich
nicht abschlieend kldren. Die Belastbarkeit und Interpretierbarkeit der Ergebnisse von
Suppressionsassay Il muss daher in Ginze angezweifelt werden. Im Sinne der Declaration
of Helsinki sowie aufgrund der plausiblen Konzentrationen von Suppressionsassay III fernab
der Referenzpopulation im Kontext der iibrigen Assays werden die Ergebnisse von
Suppressionsassay III trotzdem gezeigt, auch um sie in der Nachbetrachtung im Zuge
nachfolgender Studien besser einordnen zu konnen. Fiir die Auswertung und Interpretation

werden sie im Folgenden jedoch nicht herangezogen.

Anhand der Ergebnisse der librigen beiden Zytokinassays lassen sich dennoch interessante
Befunde festhalten. Es zeigte sich eine PD-1- und Treg-assoziierte Suppression von IL-2,
INF-y und IL-10 und damit eine Abnahme von sowohl pro- als auch anti-inflammatorischen
Zytokinen. Vor der Einordnung dieses Phidnomens einer insgesamt abnehmenden
Zytokinkonzentration erfolgt eine einordnende, einzelne Betrachtung der untersuchten

Zytokine.
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5.2.1 Keine eindeutige PD-1 - assoziierte Modulation von TNF-a

Hinsichtlich der Konzentrationen von TNF-a zeigte sich ein  grofler
Konzentrationsunterschied im Vergleich der beiden Suppressionsassays auf einem
insgesamt niedrigen Konzentrationsniveau (s. Abb. 5). Lediglich in Suppressionsassay II
lief3 sich eine nennenswerte TNF-a - Konzentration detektieren, die dann wiederum in den
Wells, in denen PD-1" T-Zellen oder Tregs kokultiviert wurden, abfiel und in diesem Sinne
eine Regulation durch PD-1 vermuten ldsst. Eine dezidierte Regulation von TNF-a durch
PD-1 ist im Rahmen des Erschopfungsphidnomens vorbeschrieben, hier allerdings im Sinne
eines intrinsischen Regulationsmechanismus (E John Wherry and Kurachi, 2015).
Bekanntermallen ldsst sich die Funktion von TNF-a nicht eindeutig in die Kategorie pro-
bzw. anti-inflammatorischer Zytokine einordnen, was die Bewertung einer Regulation von
TNF-a als Ausdruck eines pro- oder anti-inflammatorischen Mechanismus’ ebenfalls
erschwert. Erstmals beschrieben wurde TNF-a im onkologischen Kontext als ein Endotoxin-
dhnlicher Faktor, der Tumornekrosen bei Mausen induzierte (Carswell ef al., 1975; Ratner
and Clark, 1993). Dariiber hinaus ist TNF-o ein Haupt-Effektorzytokin im Rahmen der
angeborenen Immunantwort durch Makrophagen (Wajant and Siegmund, 2019). Dem
gegeniiber stehen zahlreiche Untersuchungen, die TNF-a eine eher regulatorische Rolle
zuschreiben, beispielsweise durch die Aktivierung von Tregs (Chen et al., 2007) oder die
Apoptose-Induktion in CD8" Cytotoxischen T-Zellen (Zheng et al., 1995). Im Rahmen einer
HIV-Infektion korreliert der TNF-a — Spiegel im Patientenblut direkt mit der Viruslast,
wohingegen eine Therapie mit anti-TNF — Antikorpern zu einer Reduktion der Viruslast
fiihrt, was Ausdruck einer TNF-a — induzierten dysfunktionalen T-Zell — Antwort ist (Nokta
et al., 1997; De Pablo-Bernal ef al., 2014). Im Rahmen der Untersuchung von Probanden
mit chronischer Hepatitis B zeigten CD4'PD-1" T-Zellen eine geringere intrazelluldre
Anfirbbarkeit von IL-2, IFN-y und TNF-a nach in vitro Stimulation, als CD4"PD-1" T-
Zellen derselben Probanden. Gleichzeitig lieen sich signifikant mehr Zytokine anfarben
durch die Unterbrechung der PD-1 — PD-L1 — Signalachse durch Applikation eines PD-L1-
Antikorpers (Dong et al., 2019). Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist eine Arbeit
von Beyer et al., 2016, die durch murine Transkriptomanalysen von CD4" T-Zellen im
Rahmen chronisch-viraler Infektionen zeigen konnte, dass die dauerhafte TNF-a —
vermittelte Aktivierung des pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-xB (Liu et al.,
2017) zu einer verminderten Expression der anti-viral wirkenden Zytokine IL-2, IL-21 und
IFN-y fiihrt. Dariiber hinaus konnte im Rahmen einer Algorithmus-optimierten

Gennetzwerk-Analyse rekonstruiert werden, dass TNF-a bzw. die konsekutiven
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Downstream-Signale der TNF-o — Rezeptoren eine wesentliche Rolle einnehmen bei der
Expression von PD-1 sowie der Induktion von PD-1 — assoziierten Signalwegen. Dazu
passend, zeigten stimulierte CD4"PD-1" T-Zellen von Probanden mit hoher Viruslast und
hoher PD-1 Expression in vitro eine signifikant verminderte PD-1 — Expression, nachdem
mit anti-TNF — Antikorpern behandelt wurde (Beyer ef al., 2016). Dies legt eine Regulation
der PD-1 — Expression durch TNF-a nahe.

Die Ausgangsfrage, ob die TNF-a — Konzentration im Entziindungsmilieu mit der
Expression von PD-1 zusammenhingt, ldsst sich also in bestimmten Kontexten unter
umgekehrten Vorzeichen bejahen: Anhaltend erh6hte TNF-a — Konzentrationen induzieren
die Expression von PD-1. Denkbar wire angesichts dessen, dass im weiteren Verlauf dieser
TNF-0 — induzierten Signalkaskade eine PD-1 — vermittelte Regulation weiterer pro-
inflammatorischer Zytokine, wie IFN-y, zu einer verminderten Immunantwort durch Ty1-
Zellen und Zellen der angeborenen Immunantwort fiihrt, was sekundar mit einer verringerten
TNF-a — Konzentration im Sinne eines indirekten negativen Feedback-Mechanismus
einherginge. Eine direkte regulatorische Wirkung von PD-1 auf TNF-a ldsst sich in
Zusammenschau der hier gezeigten Befunde sowie der Literaturrecherche nicht postulieren.
Im Unterschied zum vorliegenden Setting beschreiben die vorangehend skizzierten Arbeiten
durch die intrazellulire Zytokinfirbung bzw. die Genanalyse von PD-1" T-Zellen die
Auswirkungen von PD-1 auf die PD-1 - exprimierenden Zellen selbst (im Sinne einer
zellintrinsischen Regulation). Inwiefern PD-1 zu einer Regulation der TNF-a — Synthese
von anderen Zellen beitrégt, ldsst sich anhand dessen nicht nachvollziehen.

Angesichts der hier ermittelten, wenig eindeutigen Ergebnisse hinsichtlich einer PD-1
assoziierten Modulation von TNF-a innerhalb der beiden untersuchten Proben, ldsst sich ein
TNF-o — assoziierter Regulationsmechanismus durch CD4'PD-17 T-Zellen nicht
postulieren. Auch in der Zusammenschau der hier ermittelten Befunde sowie im Kontext der
Literaturrecherche lieB3 sich keine entscheidende Beteiligung von PD-1 an der Regulation
der TNF-a — Synthese anderer Zellen im Sinne eines extrinsischen Regulationsmechanismus

zeigen.

5.2.2 Verminderung der IL-2 — Konzentration durch Kokultivierung mit
PD-1" T-Zellen

Weniger uneindeutig imponieren die gemessenen Konzentrationen von IL-2. Die Reduktion

der IL-2 — Konzentration in den Uberstiinden der Referenzpopulation um mehr als die Hilfte

korreliert mit einer verminderten Proliferation in den Wells, in denen eine supprimierende
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Zellpopulation kokultiviert wurde (s. Abb. 5). Bei Tregs ist ein IL-2-abhéingiger
Suppressionsmechanismus vorbeschrieben. FoxP3, der Haupttranskriptions-Regulator,
formt das Genexpressionsprofil von Tregs, das notwendig ist fiir die Ausiibung der
suppressiven Funktionen. Teil der FoxP3-induzierten Merkmale von Tregs ist die Expansion
von Tregs als Reaktion auf die Bindung von IL-2, welche zudem notwendig zum Uberleben
von Tregs ist. Gleichzeitig unterdriickt FoxP3 die eigene Synthese und Sezernierung von IL-
2, sodass Tregs auf die IL-2 - Sezernierung durch umgebende Zellen im Sinne eines
parakrinen Feedbackmechanismus” angewiesen sind. Damit einhergehend ist der
kompetitive Verbrauch von IL-2 durch Tregs gegeniiber etwaigen T-Effektorzellen durch
den hochaffinen IL-2 — Rezeptor CD25. Die Expression von CD25 zusammen mit einer
schwachen bzw. fehlenden Expression von CD127 diente in der vorliegenden Arbeit als
Definition von Tregs. Im Rahmen der Suppressionsassays wurden daher CD25" T-Zellen
innerhalb der PD-1" T-Zellen aussortiert. Ein kompetitiver IL-2 — Verbrauch durch PD-1"
T-Zellen mittels CD25 wire daher nur denkbar durch eine nachfolgende Transkription und
Expression von CD25 auf den zum Sortierungszeitpunkt noch naiven T-Zellen. Andererseits
setzt die Expression von CD25 eine hohe IL-2 — Konzentration im Entziindungsmilieu
voraus (Sereti et al., 2000), sodass ein kompetitiver Verbrauch durch Bindung an CD25, wie
bei Tregs, eher unwahrscheinlich erscheint. Dazu passend zeigte sich in der
durchflusszytometrischen Untersuchung von CD4'PD-1"CTLA-4" T-Zellen eines an P.
falciparum — Malaria infizierten Menschen keine vermehrte Expression von CD25
(Mackroth et al., 2016). Ein moglicher IL-2 — supprimierender Mechanismus wére die PD-
1 — vermittelte Apoptoseinduktion von IL-2 - sezernierenden Zellen (Ishida ef al., 1992),
wie nachfolgend in der iibergeordneten Einordnung der Zytokinassay-Befunde diskutiert

werden wird (s. Kapitel 5.2.4).

5.2.3 Ahnliche Konzentrationsreduktion von IFN-y und IL-10 in Assoziation
zur Kokultivierung mit CD4"PD-1* T-Zellen

Ein wichtiger pro-inflammatorischer Faktor im Zuge einer Entziindungsreaktion ist IFN-y.

Dieses Zytokin kann im Rahmen einer akuten Infektion von aktivierten yo T-Zellen,

natiirlichen Killerzellen und Tul Zellen sezerniert werden und trdgt in der Folge zur

Aktivierung von CD8" T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen bei. Da CD4" T-Zellen eine

wesentliche Quelle von IFN-y im Rahmen einer Malariainfektion sind (Pombo et al., 2002;

Muxel et al., 2011; King and Lamb, 2015), im Rahmen derer es zu einem deutlichen Anstieg
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der Expression von PD-1 auf CD4" T-Zellen kommt (Butler ef al., 2012; Abel et al., 2018),
wire eine CD4"PD-1" T-Zell — abhingige IFN-y-Regulation plausibel. Tatsachlich zeigte
der Zytokinassay der vorliegenden Arbeit eine verminderte IFN-y-Konzentration in den
Wells, in denen CD4"PD-1" T-Zellen oder Tregs kokultiviert wurden im Vergleich zur
Referenzpopulation. Neben einer reduzierten Konzentration von IFN-y um den Faktor 3,
zeigte sich aulerdem eine IL-10 — Reduktion um den Faktor 4. Die Bestimmung von IL-10
als regulierendem Zytokin erfolgte auch vor dem Hintergrund von Arbeiten zu Trl- Zellen,
die sich durch Synthese und Sezernierung von IL-10 in gro3en Mengen auszeichnen. Trl-
Zellen sind CD4 Foxp3™~ und stellen somit einen regulatorischen Zelltyp dar, der nicht unter
den thymalen oder induzierten regulatorischen T-Zellen subsummiert wird (Groux et al.,
1997). In Menschen und Méusen zeichnen sich Trl-Zellen neben der charakteristischen
Expression von CD49b und LAG-3 auch durch die Expression von PD-1 aus (Zeng ef al.,
2015; Gregori, Goudy and Roncarolo, 2012; Gagliani et al., 2013), was zu der Hypothese
fiihrt, dass sich die Population der Tr1-Zellen innerhalb der Population CD4'PD-1" T-Zellen
verbirgt und ihnen ihr regulatorisches Potential verleiht. Die hier vorgelegten Daten zeigen,
dass CD4'PD-1" T-Zellen in stimulierter Monokultur eine deutlich verminderte IL-10 -
Konzentration im Uberstand aufweisen. Ebenso weist auch die Kokultur aus stimulierten
CD4" T-Zellen und CD4'PD-1" T-Zellen (oder Tregs) eine deutlich verminderte IL-10 —
Konzentration gegeniiber der Referenzpopulation auf, sodass aufgrund des fehlenden
Charakteristikums von Trl — Zellen einer besonders hohen IL-10-Synthese die zuvor
skizzierte Hypothese verworfen werden muss.

Demgegeniiber zeigten Mackroth et al., 2016, dass CD4"PD-1"CTLA-4" T-Zellen nach
Stimulation mit P. falciparum - infizierten Erythrozyten sogar vermehrt IFN-y und IL-10
sezernierten. Bemerkenswerterweise zeigten diese Zellen jedoch eine noch groflere IFN-y-
und IL-10 — Synthese, nachdem PD-1- und CTLA-4 — blockierende Antikorper appliziert
wurden. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass PD-1 vor allem CD4'IFN-y'IL-10" T-
Zellen hinsichtlich ihrer Zytokinsynthese reguliert, sodass eine IFN-y- und IL-10 -
regulierende Funktion durch die Expression von PD-1 (und/ oder CTLA-4) vermutet werden
kann. In der vorliegenden Arbeit deutet die verringerte Konzentration von IFN-y und IL-10
in den Wells mit lediglich CD4"PD-1" T-Zellen gleichfalls darauf hin, dass die Expression
von PD-1 zu einer intrinsischen Verringerung der IFN-y — und IL-10 — Synthese fiihrt.
Interessanterweise scheint aber nicht nur die Syntheseleistung der PD-1 — exprimierenden
Zellen herabgesetzt zu werden, sondern auch die der kokultivierten CD4" T-Zellen, was

einen regulatorischen Effekt durch CD4" PD-1" T-Zellen hinsichtlich anderer CD4" T-
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Zellen nahelegt. Da die Zytokine in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht intrazelluldr
gefirbt, sondern im Uberstand gemessen wurden, ist der Ursprung dieser Zytokine und damit
die Frage einer moglichen IFN-y/ IL-10 — Koproduktion- oder Kosuppression nicht zu
beantworten, was in gleicher Weise flir die iibrigen bestimmten Zytokine gilt. Weitere
Untersuchungen mittels intrazelluldrer Farbungen sowie flankierender

Transkriptomanalysen kdnnten hier genauere Einblicke ermdglichen.

5.2.4 Zytokine der Referenzpopulation biilen nach Kokultivierung mit
CD4"PD-1" T-Zellen oder Tregs insgesamt an Konzentration ein

Bei der iibergeordneten Betrachtung der Zytokin-Konzentrationsverdnderungen fillt auf,

dass alle untersuchten Zytokine, die in der Referenzpopulation in nennenswerter

Konzentration nachweisbar waren (IFN-y, IL-2, IL-10), an Konzentration einbiiten, wenn

sie mit CD4"PD-1" T-Zellen kokultiviert wurden. Interessant ist, dass sich diese Zytokine

sowohl den eher pro-inflammatorischen (IFN-y, IL-2), als auch den anti-inflammatorischen

Botenstoffen (IL-10) zuordnen lassen.

Ein Erklarungsansatz ist, dass PD-1 tatsdchlich jeweils im Einzelnen an der Regulation
dieser Zytokine beteiligt ist, wie oben exemplarisch in unterschiedlichen Kontexten
dargestellt. Dabei fillt jedoch auf, dass sich die mechanistischen Beispiele, die beschrieben
wurden, iberwiegend auf einen zellintrinsischen Mechanismus beziehen, d.h. dass die PD-
1 — exprimierende Zelle selber ein durch die PD-1 — Expression verdndertes Zytokinprofil
aufweist. Wie passt dies mit den hier gezeigten Ergebnissen sowie mit den Ergebnissen von
Mackroth et al., 2016 und Che et al., 2010, zusammen, die jeweils CD4"PD-1" T-Zellen

beschreiben, die eine extrinsisch-regulierende Wirkung entfalten konnen?

Eine kiirzlich erschienene Studie (Diskin ef al., 2020) demonstrierte im in vivo Mausmodell
im Tumorkontext eine mdgliche Rolle der PD-1 — PD-L1 — Signalachse im Rahmen sich
gegenseitig regulierender CD4" T-Zellen, die keine Tregs sind. Gezeigt werden konnte, dass
die Kokultivierung von polyklonalen Pdll** CD4" T-Zellen mit aktivierten CD8" oder
CD4" T-Zellen jeweils zu einer signifikant verminderten Proliferation mit konsekutivem
Tumorprogress, als Ausdruck einer vermehrten Immunsuppression, fiihrten, was den hier
gezeigten extrinsisch-regulierenden Eigenschaften von CD4"PD-1" T-Zellen entspricht.
Dass insbesondere Tumorzellen in der Lage sind PD-L1 zu exprimieren, um den
Effektormechanismen PD-1" T-Zellen zu entgehen, ist gut untersucht und dient inzwischen

als therapeutischer Ansatzpunkt im Rahmen onkologischer Therapieregime mittels PD-L1 —
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Antikdrpern (Gato-Canas et al., 2017). Ebenfalls beschrieben ist, dass PD-L1 konstitutiv auf
T-Zellen exprimiert wird (Keir et al., 2008), sodass eine Regulation von stimulierten
CD4"(PD-L1") T-Zellen durch andere, PD-1 exprimierende CD4" T-Zellen anhand der
»klassischen“ PD-1 — PD-L1 - Signalachse denkbar wére. Die in dieser Arbeit gezeigte
Regulation von CD4" T-Zellen durch CD4'PD-1" T-Zellen wire im Sinne dieser Hypothese
durch die Expression von PD-L1 auf CD4" T-Zellen zu begriinden. Ebenfalls denkbar wire,
dass die hier untersuchten CD4'PD-1" T-Zellen ebenfalls in signifikantem MaBe PD-L1
exprimieren und die Referenzpopulation der CD4" T-Zellen im Zuge der Stimulation
vermehrt PD-1 exprimiert hat. Letzteres ist sogar wahrscheinlich, da PD-1 ein
Aktivierungsmarker ist, der innerhalb von 24 Stunden nach Aktivierung vermehrt exprimiert
wird (Chemnitz ef al., 2004). Bemerkenswerterweise zeigten Diskin et al., 2020, nicht nur
ein vermindertes Proliferationspotential von PD-L1'CD4" T-Zellen in der Zellkultur,
sondern ebenfalls eine regulierende Wirkung von PD-L1°CD4" T-Zellen auf aktivierte T-
Zellen im Mausmodell fiir ein Adenokarzinom des Pankreas sowie bei entsprechenden
humanen Pathologieproben. Die hier durch Diskin et al. untersuchte (PD-L1"CD4" T-Zell -
) Population hat also vergleichbare Eigenschaften, wie die hier untersuchten CD4"PD-1" T-
Zellen.

Auch Hafalla et al., 2012, zeigten im Kontext einer murinen Infektion mit Plasmodium
berghei ANKA, dass nach fiinf Tagen eine deutliche Zunahme der Expression von PD-L1
auf CD4" T-Zellen messbar war, sodass ein vergleichbarer Effekt auch als Erklérungsansatz
fiir die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Effekte in Frage kommt. Die beobachtete
Regulation wiirde diesem Gedanken folgend nicht durch PD-1 der hier untersuchten
CD4"PD-1" T-Zellen erfolgen, sondern durch die Koexpression von PD-L1 auf CD4"PD-1"
T-Zellen und die Induktion der ,,klassischen* PD-1 — PD-L — Signalachse durch Interaktion
von CD4'PD-1"PD-L1° T-Zellen mit den stimulierten CD4" T-Zellen, die
aktivierungsabhédngig PD-1 exprimieren. Angemerkt werden muss, dass Hafalla et al. nicht
die Koexpression von PD-L1 auf CD4'PD-1" T-Zellen beschrieben haben, sondern auf der
Gesamtheit aller CD4" T-Zellen. Eine tatsdchliche Koexpression von PD-1 und PD-L1 mit
den zuvor skizzierten hypothetischen Folgen muss also in nachfolgenden Studien untersucht

werden.

Tatsdchlich lieBen sich die PD-1 — PD-L — vermittelten molekularbiologischen Effekte
jedoch mit den experimentell gewonnenen Ergebnissen in Einklang bringen. Die PD-1 —

vermittelte Inhibierung des PI3K/AKT - Signalwegs sowie der ERK und PLCy —
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Signalwege fithren zu einer verminderten Produktion von IL-2 und IFN-y, einem
verminderten Proliferationspotential sowie zu einem erhdhten Risiko fiir Apoptose (Jubel et
al., 2020). Dergestalt erklédrten sich auch die Gemeinsamkeiten in der Betrachtung der PD-
1 — assoziierten Effekte der zellintrinsischen und zellextrinsischen Regulationsfahigkeit.
Jedoch wirft der Gedanke der gegenseitigen, Treg-unabhéngigen Regulation von CD4" T-
Zellen anhand der klassischen PD-1 — PD-L — Signalachse die Frage auf, warum die
stimulierten CD4" T-Zellen in Monokultur dann nicht auch in der Lage waren sich
gegenseitig zu regulieren. Ein Erkldrungsansatz hierfiir wére die Dynamik, mit der PD-1 und
PD-L1 exprimiert werden. Wahrend PD-1 innerhalb von 24 Stunden nach Aktivierung
zunehmend exprimiert wird (Chemnitz et al., 2004), ist iiber die Dynamik der PD-L1 -
Expression auf CD4" T-Zellen weniger bekannt. Hafalla et al., 2012, stellten im murinen
Malariakontext eine vermehrte PD-L1 — Expression auf CD4" T-Zellen nach 5 Tagen fest,
wohingegen die Zellen im hier durchgefiihrten Suppressionsassay fiir 90 Stunden stimuliert
wurden, sodass es moglicherweise noch zu keiner Expression von PD-L1 gekommen ist.
Denkbar wire daher, dass sich die (Ko-) Expression von PD-L1 also auf die Population der
bereits CD4"PD-1" T-Zellen beschrénkt und daher erst die Kokultivierung von CD4"PD-1"
T-Zellen und CD4" T-Zellen zu einer Suppression fithrte. Erwihnt werden muss dem
gegeniiber, dass Che et al., 2010, in keinem der angesetzten T-Zell — Stimulationsassays eine
Expression von PD-L1 auf T-Zellen fanden und dennoch eine CD4" T-Zellpopulation
beschreiben konnten, die in der Lage war, die Proliferation stimulierter, naiver CD4" T-
Zellen zu regulieren. AuBlerdem fiihrte die Applikation von anti-PD-L1 — Antikdrpern im
Setup von Mackroth et al. ebenfalls zu keiner Authebung der extrinsisch-regulierenden
Effekte durch CD4"PD-1" T-Zellen. Es scheint noch andere, vielleicht erginzende
Mechanismen zu geben, mittels derer CD4"PD-1" T-Zellen extrinsisch-regulatorisch wirken
konnen. Moglicherweise spielt der beschriebene PD-L1 — abhédngige Mechanismus auch nur
in bestimmten immunologischen Kontexten eine Rolle. Dass der entscheidende Beitrag der
hier sortierten CD4"PD-1" T-Zellen vielleicht gar nicht in der Expression von PD-1, sondern
vielmehr in der Ko-Expression von PD-L1 liegt, ist dennoch eine beachtenswerte
Alternativhypothese. Inwiefern die Expression von PD-L1 auf CD4" T-Zellen mittels der
hier erfolgten Stimulationsmethode induzierbar ist und auf diese Weise eine Interaktion mit

CD4'PD-1" T-Zellen erméglicht, sollte in nachfolgenden Studien geklirt werden.

Die Tatsache, dass sich die Konzentrationen von IFN-y, IL-2, IL-10 jeweils verringerten,
lasst auch die Vermutung zu, dass ein ilibergeordneter PD-1 — vermittelter Mechanismus

zugrunde liegt. Ein solcher iibergeordneter Mechanismus wére beispielsweise die Apoptose-
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Induktion in CD4" T-Zellen durch CD4'PD-1" T-Zellen. Die PD-1 — assoziierte
Verminderung der Zytokinkonzentrationen wire dann Ausdruck einer insgesamt
verminderten Zahl an Zytokin-produzierenden Zellen. Dafiir spricht zudem, dass [FN-y, IL-
2 und IL-10 in dhnlichem Mafe an Konzentration einbiiliten, ndmlich jeweils um einen
Faktor von 3 — 4. Tatsdchlich stand die Entdeckung von PD-1 im Kontext des
programmierten Zelltods, welcher eintrat, nachdem murine T-Zell — Hybridome stimuliert
wurden. Der programmierte Zelltod gilt bis heute als Teilmechanismus der PD-1 -
assoziierten regulatorischen Wirkung (Ishida et al., 1992; Jubel et al., 2020). Neben dieser
PD-1 — vermittelten Apoptose im Sinne eines intrinsischen Regulationsmechanismus gibt es
auch Hinweise auf Mechanismen der Apoptoseinduktion durch CD4"PD-1" T-Zellen im
Sinne einer extrinsisch-regulierenden, zytotoxischen Effektorfunktion, beispielsweise iiber
die vermehrte Sezernierung der zytotoxischen Serinprotease Granzym B oder die Expression
der Ektonukleotidase CD39 (Grossman et al., 2004; Takeuchi and Saito, 2017; Abel et al.,
2018). Ebenfalls in Betracht gezogen werden muss ein moglicher artifizieller apoptotischer
Effekt durch die in vitro Kultivierung, der dann jedoch auch bei den Kontrollen zu erwarten

ware.

Neben der Abnahme der Zytokinkonzentrationen fallt zudem auf, dass der
Konzentrationsabfall in den Wells mit Kokultivierung von CD4"PD-1" T-Zellen weniger
stark ausgeprigt war, als in den Wells mit Kokultivierung von Tregs. Dazu passend zeigten
zwei der drei Suppressionsassays eine geringere regulatorische Potenz der CD4"PD-1" T-
Zellen auf das Proliferationspotential der stimulierten CD4" T-Zellen. Nur ein
Suppressionsassay zeigte eine mit den Tregs vergleichbare regulatorische Potenz von
CD4'PD-1" T-Zellen, die in der Tendenz sogar noch etwas stirker ausfiel als bei den Tregs
(Suppressionsassay III). Eine Ursache fiir das in diesem Sinne geringere und inhomogene
Regulationspotential von CD4"PD-1" T-Zellen im Vergleich zu Tregs konnte sein, dass
Tregs eine vergleichsweise homogene Zellpopulation sind. Dem gegentiber ist innerhalb der
Population der CD4"PD-1" T-Zellen von einer weitaus groferen Heterogenitit hinsichtlich
der enthaltenen Zellpopulationen sowie des funktionellen Profils auszugehen, da PD-1 kein
Zellpopulationsmarker ist, sondern ein Aktivierungsmarker verschiedener Zellpopulationen.
Der Kontext, in dem PD-1" T-Zellen untersucht werden — und zwar sowohl hinsichtlich der
untersuchten Krankheit als auch hinsichtlich der PD-1 - exprimierenden Population — ist also
entscheidend hinsichtlich funktioneller und mechanistischer Prinzipien von PD-1" Zellen.
So lassen sich PD-1 exprimierende, erschopfte T-Zellen hiufig, aber nicht immer, durch die

Blockade des PD-1-Signalwegs ,,retten* (Barber et al., 2006b; E. John Wherry and Kurachi,
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2015). Ebenfalls schlagen onkologische Immuntherapien, die auf die PD-1 — Signalachse
abzielen nicht immer an oder wirken erst suffizient in Kombination mit weiteren
Immuntherapieansétzen, wie etwa der Blockade weiterer Koinhibitoren. Dazu kommt es zu
seltenen, aber schwerwiegenden Nebenwirkungen durch Immuntherapien, die
moglicherweise Ausdruck der Wichtigkeit von PD-1 nicht nur fiir die Kontrolle einer
Immunreaktion im Rahmen eines akuten oder chronischen Geschehens ist, sondern auch fiir
die Aufrechterhaltung einer permanenten peripheren Toleranz durch die Regulation
autoreaktiver Immunzellen. Die vielfiltigen Aufgaben von PD-1 im Kontext
unterschiedlicher Zellpopulationen und immunologischer Settings mit bestimmten
funktionellen und mechanistischen Eigenschaften verkniipfen zu konnen, ist daher eine

wichtige Aufgabe kiinftiger Studien.

5.3 CLTA-4 wird auf CD4"PD-1" T-Zellen vermehrt koexprimiert

Angesichts dieses unscharfen Verstindnisses von CD4PD-1" T-Zellen, insbesondere
hinsichtlich der Frage nach den mechanistischen Prinzipien ihrer extrinsisch-regulatorischen
Féhigkeiten, sind in dieser Arbeit weitere Oberflachenrezeptoren auf ruhenden CD4"PD-1"
T-Zellen untersucht worden, die zu den beschriebenen Eigenschaften von CD4"PD-1" T-

Zellen beitragen oder einen Hinweis auf ihren Ursprung liefern konnten.

Die untersuchten Zellpopulationen zeigten eine insgesamt spérliche Expression von
Koinhibitoren. Dabei wurde nicht nur PD-1 auf CD4" T-Zellen kaum exprimiert, auch wurde
auBer CTLA-4 kein weiterer Koinhibitor vermehrt auf CD4"PD-1" T-Zellen exprimiert.
Dies erscheint wenig iiberraschend, da die vermehrte Expression von koinhibitorischen
Rezeptoren lediglich in Assoziation zu akuten oder chronischen Erkrankungen zu erwarten
wire. Diese Induzierbarkeit bestétigte sich in der exemplarisch gefarbten Malariaprobe (vgl.
Kapitel 4.3.5), in der CTLA-4 auf ca. 80% aller CD4'PD-1" T-Zellen exprimiert wurde und
in der auch die iibrigen Koinhibitoren deutlich vermehrt exprimiert wurden im Vergleich zur
Kontrollgruppe der Gesunden. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen anderer
Arbeiten zum Koinhibitorprofil von CD4" T-Zellen in einem Malariasetting (Butler et al.,

2012; Mackroth et al., 2016; Abel et al., 2018).

Interessant ist vor diesem Hintergrund die vergleichsweise hohe Expression von CTLA-4
auf CD4"PD-1" T-Zellen (Mittelwert (d) = 17 %) der gesunden Probanden. Von diesen
CTLA-4 exprimierenden CD4"PD-1" T-Zellen lieBen sich nur etwa 8% den Regulatorischen
T-Zellen zuordnen (Daten nicht gezeigt). Innerhalb der Population der CD4"CTLA-4" T-
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Zellen waren dies deutlich mehr (d = 44%). Diese Koexpression konnte zu den
regulatorischen Féhigkeiten der hier untersuchten CD4"PD-1" T-Zellen beitragen, wie zuvor
bereits diskutiert wurde.

Die Koexpression von CTLA-4 auf CD4"PD-1" T-Zellen ist im Rahmen zahlreicher
immunologischer Herausforderungen vorbeschrieben. Im Rahmen einer humanen P.
falciparum — Infektion kommt es beispielsweise im Zuge von schwerer Verldufen zu einer
deutlichen Zunahme von CD4"PD-1"CTLA-4" T-Zellen (Mackroth et al., 2016; Abel et al.,
2018). Vergleichbare Ergebnisse liegen dariiber hinaus fiir eine Ebolavirusinfektion vor
(Ruibal et al, 2016). Ebenso exprimierten wéhrend einer akuten humanen Puumala
Hantavirus - Infektion mehr als 90% der CD4 ' PD-1" T-Zellen auch CTLA-4 und zeigten
eine vermehrte Expression von Aktivierungsmarkern, was die Koexpression von PD-1 und
CTLA-4 am ehesten im Licht der Balancierung einer akuten Immunreaktion erklart.
Interessanterweise koexprimierten nach 20 Tagen weniger als ein Drittel der CD4" T-Zellen
PD-1 und CTLA-4 und nach 60 Tagen (und klinischer Rekonvaleszenz) lag die Rate der
CD4"PD-1"CTLA-4" T-Zellen so niedrig wie in der nicht-infizierten Kontrollkohorte.
Ahnliche Ergebnisse lieBen sich fiir die einfache Expression von PD-1 oder CTLA-4 auf
CD4" T-Zellen zeigen. Dies deutet auf einen relativ schnellen Riickgang der Expression von
PD-1 und der Koexpression von PD-1 und CTLA-4 innerhalb von Wochen selbst nach einer
schweren akuten Infektion hin (Lindgren ef al., 2011). Angesichts dessen scheint ein akut-
immunologischer Kontext als Erkldrung fiir die vergleichsweise hohe Koexpression von
CTLA-4 auf CD4"PD-1" T-Zellen eher unwahrscheinlich, erklirt aber die insgesamt duferst
geringe Frequenz von CD4'PD-1" T-Zellen im Blut gesunder Menschen.
Zusammengefasst ldsst sich die Expression von PD-1 und CTLA-4 sowie die Koexpression
beider Rezeptoren als Ausdruck eines potenzierten Regulationsmechanismus im Rahmen
akuten und chronischer Erkrankungen einordnen. Dartiber hinaus ist die Rolle von CLTA-4
und PD-1 zur permanenten, krankheitsunabhingigen Aufrechterhaltung der peripheren
Toleranz essentiell, beispielsweise im Zuge der Regulation selbstreaktiver Zellen zur
Verhinderung von Autoimmunitét, wie anhand der zuvor diskutierten knock-out — Studien
bereits veranschaulicht werden konnte (vgl. Kapitel 5.1). Angesichts dieser weitldufigen
Verbreitung von PD-1 in pathologischen und physiologischen Kontexten, féllt die
Einordnung der hier charakterisierten CD4"PD-1" T-Zellen schwer.

Eine plausible Erklarung fiir die Anwesenheit von CD4PD-1" T-Zellen im Blut gesunder
Menschen wire die Regulation von autoreaktiven Zellen im Rahmen der peripheren

Toleranz, die permanent und unabhingig von einem spezifischen Krankheitskontext
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aufrecht erhalten werden muss (Fife and Pauken, 2011). Eine weitere mogliche Ursache fiir
die Entstehung von CD4'PD-1" T-Zellen wiren persistierende Antigene, wie etwa das
Varizella Zoster Virus (VZV) oder das humane Cytomegalovirus (CMV). Tatséchlich zeigte
die Untersuchung von CMV-spezifischen CD4"'PD-1" T-Zellen vergleichbare Eigenschaften
zu den hier nachgewiesenen Charakteristika von CD4"PD-1" T-Zellen (Sester et al., 2008),
was die hier untersuchten CD4'PD-1" T-Zellen am ehesten im Rahmen des
Erschopfungsphidnomens erkldren wiirde. Demgegeniiber stehen Untersuchungen zur Rolle
von CD8'PD-1" T-Zellen bei gesunden Menschen, die darauf hindeuten, dass diese der
Population den Twmewm-Zellen zugerechnet werden konnen und keine Merkmale von
erschopften T-Zellen aufweisen (Duraiswamy et al., 2011). Einschrinkend muss gesagt
werden, dass diese CD8PD-1" T-Zellen keine funktionellen Merkmale von Tex Zellen
aufwiesen, was neben der CD8-Positivitit eine weitere Diskrepanz zu den hier untersuchten
Zellen darstellt.

Shimatani et al., 2009, konnten im Mausmodell CD4"PD-1" T-Zellen mit Eigenschaften
erschopfter T-Zellen identifizieren, die sich den Tmem-Zellen zurechnen lie3en und sich mit
voranschreitendem Alter anreicherten. Dabei wiesen diese Zellen interessanterweise
Merkmale von seneszenten Zellen auf (Shimatani ez al., 2009). Immunoseneszenz beschreibt
ein mit zunehmendem Alter voranschreitendes Phdnomen, das mit einer Anreicherung von
funktionell beeintrachtigten Twmem-Zellen und terminal differenzierten T-Zellen zu
Ungunsten des Repertoires von naiven T-Zellen einhergeht. Diese angereicherten Tmewm-
Zellen zeigen héufig ein vermindertes Proliferationspotential. Im Gegensatz zur
physiologischen Anreicherung von funktionsfahigen Tmem-Zellen im Alter, als Ergebnis
einer altersbedingt zunehmenden Zahl an Antigenexpositionen, beschreibt die
Immunoseneszenz eine verminderte Reaktionsfahigkeit auf neue Pathogene (als Ausdruck
der verminderten Population naiver T-Zellen) sowie eine anhaltende Sezernierung pro-
inflammatorischer Zytokine, wie IFN-y und TNF-a, als Ausdruck einer chronischen
Stimulation (,,/nflammaging*) (Aiello et al., 2019; Zhao, Shao and Peng, 2020). Diese
chronische Stimulation ist ein Resultat aus einer Mischung aus hormonellen, metabolischen
und immunologischen Faktoren (Hearps et al., 2012), die neben dem Phinomen des
Inflammaging zu einer vermehrten Expression von wie PD-1 und CTLA-4 fiihren kann. Die
Expression von PD-1 sowie das verminderte Proliferationspotential stellen eine Parallele zu
den hier untersuchten CD4'PD-1" T-Zellen dar, wohingegen die verminderte
Syntheseleistung pro- und anti-inflammatorischer Zytokine der hier untersuchten Zellen im

Gegensatz zu den Charakteristika von seneszenten T-Zellen steht. Zudem liegt das
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Durchschnittsalter der in dieser Arbeit untersuchten gesunden Probanden bei 41 Jahren,
sodass ein funktioneller Beitrag seneszenter CD4 "PD-1" T-Zellen nur in geringem Mal zu
erwarten wire. Die Population seneszenter CD4 ' PD-1" T-Zellen mag also in geringem MaR
in der untersuchten Gesamtpopulation enthalten sein, jedoch wiirden funktionelle Aspekte
wahrscheinlich durch die grole Mehrzahl nicht-seneszenter T-Zellen tiberlagert werden.

In der Zusammenschau finden sich hinsichtlich der phdnotypischen und funktionellen
Eigenschaften von PD-1 exprimierenden Zellen in der skizzierten Literatur einige
Gemeinsamkeiten, aber auch Diskrepanzen zu den CD4"PD-1" T-Zellen der vorliegenden
Arbeit. In Anbetracht des untersuchten Kollektivs der vorliegenden Arbeit, erscheint die
Suche des Ursprungs der hier charakterisierten CD4 PD-1" T-Zellen in einem chronisch-
inflammatorischen Setting besonders plausibel. Aufgrund der weiten Verbreitung von
CD4"PD-1" T-Zellen im Rahmen unterschiedlicher immunologischer Herausforderungen ist
zudem davon auszugehen, dass es sich bei der hier charakterisierten T-Zellpopulation

wahrscheinlich um eine duflerst heterogene Zellpopulation handelt.

5.4 Etwa ein Drittel der CD4'PD-1" T-Zellen konnen den Follikulidren T-
Helferzellen zugeordnet werden

Die ,,Helfer“-Funktion von CD4" T-Zellen besteht unter anderem in der Aktivierung und
Modulation der B-zelluldren Immunantwort (vgl. Kapitel 1.2.2). Dies geschieht in den
Lymphfollikeln sekundédrer lymphatischer Organe durch CD4" Tru-Zellen, die sich neben
der Expression von CXCR-5 auch durch eine erhohte Expression von PD-1 auszeichnen. In
der vorliegenden Arbeit lassen sich etwa ein Drittel der CD4"PD-1" T-Zellen den Tru-Zellen
zuordnen, was einer deutlichen Anreicherung gegeniiber der Gesamtpopulation der CD4" T-
Zellen entspricht, innerhalb derer durchschnittlich 13% den Tru-Zell - spezifischen
Chemokinrezeptor exprimierten. Nur ein sehr kleiner Teil der CD4"CXCR-5" T-Zellen
exprimierte ebenfalls PD-1 (1,5%; Daten nicht gezeigt). Die zusdtzliche Expression von PD-
1 auf CD4"CXCR-5" T-Zellen entspricht einem unterschiedlichen Differenzierungsstadium
und kann in Abhdngigkeit zu dem begleitenden Transkriptionsfaktor- und
Oberfldchenrezeptorprofil Ausdruck sowohl eines T-Effektor- als auch des Gedéichtnis T-
Zell — Stadiums sein (Hale and Ahmed, 2015), wie gleich erldutert werden wird.
Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass Tru-Zellen innerhalb der Gesamtgruppe der
CD4" T-Zellen selten zu identifizieren sind, wohingegen sie innerhalb der Subpopulation

der CD4'PD-1" T-Zellen einen signifikanten Anteil ausmacht.
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Aufgrund des groBen Anteils dieser Subpopulation innerhalb CD4"PD-1" T-Zellen wére
eine weitergehende Untersuchung dieser CD4"'CXCR-5"PD-1" T-Zellen interessant, auch
vor dem Hintergrund der Frage, ob auch diese Subpopulation ein extrinsisch-regulierendes
Potential entfalten kann. Locci et al., 2013, konnten mit ihrer Arbeit zeigen, dass PD-1 auf
ca. 30% aller CD4"CXCR3 CD45RO'CXCR-5" T-Zellen von gesunden Menschen
exprimiert wurde. Die untersuchten CD4'PD-1"CXCR-5" T-Zellen exprimierten keine
Aktivierungsmarker und sie zeigten im Rahmen einer in vitro Beobachtungsstudie iiber 20
Tage ohne Stimulation eine konstante Expression von PD-1 und CXCR-5, was gegen eine
transiente PD-1 — Expression spricht. Die Population der CD4"PD-1"CXCR-5" T-Zellen
konnte anhand des Nachweises von CCR7 auf der Zelloberflache sowie anhand funktioneller
Antigen-Reexpositionsversuche mit besonders schneller Ausbildung von Tru-Zell —
typischen Effektormechanismen im Vergleich zu den Kontrollpopulationen der
CXCR5CD4" T Zellen und PD-1"CXCR5'CD4" T Zellen den zentralen Gedéchtnis Trp-
Zellen gerechnet werden. In der Zusammenschau kommen die Autoren zu dem Schluss, dass
es sich bei CD4"CD45ROPD-1"CXCR3 CXCR5'T Zellen um funktionell
unbeeintrichtigte Gedichtnis Tru-Zellen handelt, die in ihrem Genexpressionsprofil, ihrem
Zytokinprofil sowie in ihren funktionellen Eigenschaften starke Ahnlichkeit zu regioniren
Keimzentrum - Tru-Zellen aufweisen (Locci et al, 2013). Aufgrund der Farbung von
CXCR3 und CD45RO sind diese Befunde nur bedingt iibertragbar auf die hier gezeigten
Ergebnisse. CXCR3 ist ein durch IFN-y — induzierbarer Chemokinrezeptor und
Aktivierungsmarker, der nach Aktivierung auf einer Vielzahl von Zellen, darunter auch
CD4" T-Effektorzellen, exprimiert wird und ein wichtiger Marker fiir eine Tul-Zell -
dominierte Immunantwort ist (Kuo et al., 2018). Da die Blutgewinnung von den Probanden
der vorliegenden Arbeit und die anschlieBende Untersuchung im gesunden, unstimulierten
Zustand erfolgte, ist es unwahrscheinlich, dass die hier untersuchten CD4"PD-1" T-Zellen
CXCR3 exprimieren, auch wenn dies nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden
kann. Bis zu diesem Punkt kénnen die Ergebnisse von Locci et al. also zu einem gewissen
Grad als iibertragbar gelten. Aufgrund der Eingrenzung der untersuchten Zellpopulation von
Locci et al. auf Tmem-Zellen (CD45RO™) lassen sich die gezeigten Befunde dennoch nicht
1:1 auf die hier untersuchten PD-1" T-Zellen iibertragen. Die Frequenz von Tmem-Zellen
hiangt stark von Alter, Lebensbedingungen und Vorerkrankungen ab und reicht bei élteren
Menschen, die im Mittel die hochste Rate an Tmewm-Zellen im Blut haben, nicht iiber 35%
aller T-Zellen hinaus (Farber, Yudanin and Restifo, 2014). Das Durchschnittsalter der hier

untersuchten Probanden lag bei 41 Jahren. Dies impliziert, dass sich die hier gezeigten

76



Ergebnisse iiberwiegend auf naive T-Zellen beziehen. Nichts desto trotz lédsst sich
spekulieren, dass CD4'PD-1"CXCR5" T-Zellen nicht naiv sind, da sie den
aktivierungsabhédngigen Koinhibitor PD-1 exprimieren und dass sie dariiber hinaus eher
keine akut induzierten Effektorzellen sind, da sie im Blut klinisch gesunder Menschen
isoliert wurden. Diesem Gedanken folgend, wéren CD4'PD-1"CXCR5" T-Zellen der
Gruppe der Tmem-Zellen oder der Tex-Zellen zuzuordnen. Im Gegensatz zu der von Locci
et al. untersuchten Population, sind die hier charakterisierten T-Zellen jedoch nicht
funktionell unbeeintrachtigt, sondern weisen verminderte Effektorfunktionen auf.
Interessanterweise fanden Jean Bosco et al., 2018, dass CD4"PD-1"CXCRS5" Tgu-Zellen im
Kontext einer humanen Tuberkuloseinfektion einen erschopften Funktionsstatus aufweisen,
wobei sich das funktionelle Profil durch Blockade von PD-1 verbessern lief3. Bosco et al.,
verwendeten zur Selektion der CD4"PD-1"CXCRS5" T-Zellen dieselbe Gating-Strategie, die
auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, also ohne vorherige Subdifferenzierung
von CD4" T-Zellen. Im Malaria-Mausmodell zeigte sich der erschdpfte Phéinotyp von
CD4"PD-1"LAG-3" T-Zellen durch eine antagonisierende Behandlung mittels anti-PD-1-
und anti-LAG-3 — Antikorpern riicklaufig, wobei gleichzeitig die Population der Tru-Zellen
signifikant anstieg (Butler et al., 2012). Die Arbeiten von Bosco et al. und Butler et al.
sprechen dafiir, dass das Erschopfungsphinomen auch die Population der Tru-Zellen
betreffen kann.

In der Zusammenschau der experimentell gewonnenen Ergebnisse lassen sich ein Drittel der
hier charakterisierten CD4"PD-1" T-Zellen einer Tru-Zell — Population zuordnen, die Teil
einer Gesamtpopulation ist, welche einen erschopften funktionellen Status aufweist. Es wire
moglich, dass es sich bei der Gruppe der hier identifizierten Tru-Zellen um eine
vollfunktionsfdhige Subgruppe von Gedichtnis Tru-Zellen innerhalb der Population der
CD4'PD-1" T-Zellen handelt. Denkbar wire aber auch, dass die hier identifizierten Tru-
Zellen einen ebenfalls erschopften Phénotyp aufweisen. Eine Differenzierung beziiglich des
Funktionsstatus der Subpopulationen innerhalb der hier untersuchten CD4"PD-1" T-Zellen
ist auf Grundlage der hier durchgefiihrten Untersuchungen nicht moglich und daher

nachfolgenden Studien vorbehalten.

Die zuvor geschilderten Ergebnisse werfen die Frage auf, wie es zu diesem hohen Anteil
von Tru-Zellen innerhalb der charakterisierten Population kommt. Anhand einer Arbeit von
Fahey et al., 2011, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass der hohe Anteil von Tru-
Zellen innerhalb der CD4'PD-1" T-Zellen ein Versuch des Immunsystems ist, dem

Erschopfungsphdnomen zu entkommen. Diese und andere Autoren stellten im Mausmodell

77



fiir chronische Viruserkrankungen fest, dass unter den CD4" T-Zellen insbesondere Twul-
Zellen einen erschopften Phédnotyp mit supprimierten Effektormechanismen aufwiesen.
Nach 30 Tagen lief sich jedoch ein Differenzierungsshift innerhalb der CD4" T-Zellen auf
Oberfldchenrezeptor- und Transkriptionsfaktor-Ebene zu Gunsten von Tru-Zellen und zu
Ungunsten von Tul-Zellen verzeichnen. Diese angereicherte Population von Tru-Zellen
erwies sich ex vivo als vollfunktionsfdhig hinsichtlich ihrer Effektorfunktionen. Dieser
Populationsshift zu Gunsten der Tru-zelluldren Immunantwort im Rahmen chronisch-viraler
Erkrankungen ldsst sich als immunologischer Strategiewechsel mit dem Ziel einer
humoralen Kontrolle der Pathogene angesichts einer insuffizienten Kontrolle durch Tul

Zellen interpretieren (Fahey et al., 2011; Crawford et al., 2014).

Der Vorteil dieses Differenzierungsshifts aus Sicht des Wirts ldsst sich im Malaria-
Mausmodell nachvollziehen, wo dieser im Rahmen schwerer Infektionen nicht gelingt. Hier
konnte gezeigt werden, dass schwere Malariainfektionen mit einer verminderten Zahl an
reifen Tru-Zellen einhergehen, die sich durch eine geringgradige Expression von CXCR-5
und PD-1 als Ausdruck unreifer Tru-Zellen zeigte. Histologisch ging dies einher mit einer
reduzierten Keimzentrum-Formation, was funktionell mit einer fehlenden Plasmazellreife
mit konsekutiv fehlender humoraler Immunantwort und fehlender Parasitenkontrolle
korrelierte. Auf Zytokinebene fiihrten erhohte Konzentrationen des Tu1-Schliisselzytokins,
IFN-y, sowie von TNF-a zu demselben histologischen und funktionellen Ergebnis. Die
Neutralisierung von IFN-y und TNF-o hob diese negativen Effekte wieder auf. Auf
transkriptioneller Ebene korrelierten diese pathophysiologischen Befunde mit einer relativen
Uberexpression des Tul-spezifischen Transkriptionsfaktors T-bet gegeniiber der Bcl6-
spezifischen Genexpression. Bemerkenswert ist dabei, dass die Expression von T-
Zellpopulation — iibergreifenden Transkriptionsfaktoren im Rahmen der zelluldren
Plastizitdt nicht ungewohnlich ist und der Anpassung der Immunreaktion auf eine
dynamische immunologische Herausforderung dient (Dupage and Bluestone, 2016). Jedoch
scheint die Uberbetonung Tul-spezifischer Gene zu einer funktionellen Beeintrichtigung
von Tru-Zellen zu fithren, die die humorale Immunantwort beeintrachtigen konnte (Ryg-
Cornejo et al., 2016b). Interessanterweise ldsst sich dieses Phdnomen einer verminderten
Tru-Zellpopulation im Rahmen einer akuten, schweren Malariainfektion in der hier
exemplarisch durchgefiihrten Malariafarbung nachvollziehen. Im Vergleich zur gesunden
Kontrolle erscheint die Population der CD4PD-1"CXCR-5" Teu-Zellen des
Malariapatienten vermindert. Auch wenn iiber den vorangegangenen und nachfolgenden

Verlauf des Patienten nichts bekannt ist, stiinde eine Verminderung der Tru-Zellpopulation
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in Einklang mit der zuvor geschilderten Arbeit von Ryg-Corneja sowie von Butler et al.,
2012. Hierauf aufbauende Studien konnten untersuchen, inwiefern ein mdgliches
extrinsisches Regulationspotential von CD4"PD-1"CXCR-5" Tru-Zellen zur Suppression
anderer Tru-Zellen beitrégt.

AbschlieBend angemerkt werden soll, dass PD-1 im Rahmen des Erschopfungsphdnomens
auf einer Mehrzahl der antigenspezifischen CD4" T-Zellen exprimiert wird (Brooks et al.,
2006; Wherry, 2011). Sollten sich in den hier untersuchten CD4"PD-1" T-Zellen also
vermehrt T-Zellen vom erschopften Typ befinden, wiirde die hier genutzte Definition von
Tru-Zellen (CXCR-5"PD-17") in nachfolgenden Arbeiten zur weiteren Charakterisierung von
CD4'PD-1" T-Zellen eine zusitzliche Unschirfe bei der Identifikation von Effektor- vs.
Gedédchtnis Tru-Zellen bedeuten, da PD-1 sowohl ein Differenzierungsmarker von Ten-
Zellen ist, als auch ein allgemeiner Erschopfungsmarker. Fiir eine weitergehende Analyse
wire die Bestimmung weiterer Tru-Zell-spezifischer Marker, wie ICOS und Bcl6, sowie die

Bestimmung von Aktivierungs- und Gedéichtnis — assoziierten Markern sinnvoll.
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5.5 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte ein extrinsisch-regulatorisches Potential von CD4 " PD-1"
T-Zellen auf stimulierte CD4" T-Zellen gezeigt werden. Der Befund einer insgesamt
verminderten Zytokinkonzentration von sowohl pro- als auch anti-inflammatorischen
Zytokinen im Rahmen der gemeinsamen Kultivierung von CD4"PD-1" T-Zellen und CD4"
T-Zellen, ergab keinen Hinweis auf einen zellkontaktunabhingigen, zytokinvermittelten
Mechanismus. Vielmehr wies eine vergleichsweise hohe Expression von CTLA-4 durch
ruhende CD4'PD-1" T-Zellen auf eine Parallele zu einem extrinsisch-regulierenden
Mechanismus hin, wie er auch bei Tregs eine Rolle spielt.

Die deutlich vermehrte (Ko-) Expression von Koinhibitoren im Rahmen der exemplarisch
gefarbten humanen Malariablutprobe steht in Einklang mit den Ergebnissen anderer
Arbeiten, die im Malaria-Kontext eine extrinsisch-regulatorische Wirkung von CD4"PD-1"
T-Zellen nachweisen konnten. Dies verdeutlicht einen moglichen Stellenwert von weiteren
Koinhibitoren, insbesondere CTLA-4 und LAG-3, bei der Entfaltung des extrinsisch-
regulatorischen Potentials. Uberraschend war der Befund, dass etwa ein Drittel der
untersuchten CD4 " PD-1" T-Zellen der Population der Tru-Zellen zuzuordnen sind.

In der Zusammenschau ergibt sich das Bild einer unscharf umschriebenen Zellpopulation,
die, ohne den Tregs zugerechnet werden zu konnen, ein Treg-dhnliches Regulationspotential
besitzt. Die unterschiedliche Potenz, mit der CD4"PD-1" T-Zellen in den hier durchgefiihrten
Suppressionsassays regulatorisch wirksam waren sowie die vielféltigen Rollen, in denen
PD-1 bereits beschrieben werden konnte, deuten auf eine inhomogene Zellpopulation hin,
innerhalb derer weitere, zur Regulation beitragende Faktoren vermutet werden konnen. Dies
steht in Einklang mit dem bisherigen Verstindnis von PD-1, nach dem PD-1 eben kein
Zellpopulationsmarker, sondern ein zellpopulationsunabhéngiger Aktivierungsmarker ist.
Vor diesem Hintergrund konnen die Ergebnisse dieser Arbeit nicht allgemein auf CD4"PD-
1" T-Zellen projiziert werden, sondern miissen in einem spezifischen immunologischen
Setting jeweils neu reevaluiert werden. Denn nicht nur der in vitro - Kontext verfalscht die
gezeigten Immunreaktionen moglicherweise, auch die fehlende antigenspezifische
Stimulation der CD4" T-Zellen bzw. CD4"PD-1" T-Zellen fiihrt zu einer moglicherweise

unphysiologischen, artifiziellen Immunantwort.

Mit Blick auf zukiinftige Studien wire es interessant, neben der Phinotypisierung von
ruhenden CD4'PD-17 T-Zellen auch solche CD4'PD-1" T-Zellen genauer zu

charakterisieren, die ein besonders ausgeprigtes extrinsisch-regulierendes Potential haben.
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Das wire eine Moglichkeit, regulatorische Kofaktoren zu identifizieren. Algorithmus-
optimierte Gennetzwerk-Analysen sowie die breit angelegte RNA-Sequenzierung bieten
komplexe Moglichkeiten 1iiber die Untersuchung einzelner Rezeptoren und
Transkriptionsfaktoren hinaus entscheidende Proteine und Signalwege nachvollziehen zu

konnen, die eine extrinsische Regulation ermdglichen oder ihrerseits regulieren.

Ein genaueres Verstindnis der physiologischen, anti-inflammatorischen Mechanismen von
CD4"PD-1" T-Zellen wird dabei helfen die Pathophysiologie immunologischer
Herausforderungen besser zu verstehen. Spannend und klinisch relevant wére die Frage, ob
onkologisch erkrankte Individuen, bei denen sich extrinsisch-regulierende CD4"PD-1" T-
Zellen nachweisen lassen, ein hoheres Risiko fiir schwerwiegende, immunvermittelte
Nebenwirkungen im Falle einer anti-PD-1 — oder anti-PD-L1 — Antikorpertherapie
aufweisen. Insofern kann die weitergehende Charakterisierung von CD4"PD-1" T-Zellen die
Grundlage fiir die Entwicklung zielgerichteter und sichererer immunmodulatorischer

Therapien sein.
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6 Zusammenfassung

Zum Erhalt der immunologischen Balance aus pro- und antiinflammatorischen Kriften
stehen dem menschlichen Organismus verschiedene Mechanismen zur Verfiigung. Eine
anti-inflammatorische Wirkung geht etwa von Regulatorischen T-Zellen aus, aber auch von
Zytokinen und Oberflichenrezeptoren, wie dem koinhibitorischen Rezeptor PD-1.

Diese Arbeit steht im Kontext von Studien zum immunsuppressiven Potential von CD4 PD-
1" T-Zellen im Rahmen einer humanen Malariainfektion. Hier sind CD4"PD-1" T-Zellen in
vitro in der Lage das proliferative Potential von antigenspezifischen T-Zellen zu
supprimieren. Diese Ergebnisse implizieren einen zellextrinsischen
Regulationsmechanismus, was darauf hindeutet, dass es sich bei CD4"PD-1" T-Zellen um
eine regulierende T-Zell-Population handelt, die nicht zu den natiirlichen Regulatorischen
T-Zellen (Tregs) gehort.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit das immunsuppressive Potential
von CD4"PD-1" T-Zellen auBerhalb eines Malaria-spezifischen Kontextes untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass auch CD4"PD-1" T-Zellen aus dem Blut gesunder Menschen in
der Lage sind, das proliferative Potential stimulierter CD4" T-Zellen auf eine Treg-dhnliche
Weise zu supprimieren. In nachfolgenden Zytokinassays konnte eine Reduktion der
Konzentrationen von IL-2, IFN-y und IL-10 in den Zellkulturen gezeigt werden, in denen
CD4'PD-1" T-Zellen und CD4" T-Zellen kokultiviert wurden. Zudem erfolgte die
Phénotypisierung ruhender CD4PD-1" T-Zellen zur weiteren Charakterisierung dieser
Zellpopulation. Es zeigte sich eine vermehrte Koexpression von CTLA4 auf CD4"PD-1" T-
Zellen, die sich nicht den Regulatorischen T-Zellen zuordnen lieBen. Dafiir lieBen sich etwa
ein Drittel der CD4"PD-1" T-Zellen den Follikuldren T-Helferzellen zuordnen, was in der
Gesamtbetrachtung auf eine grofle Inhomogenitit innerhalb dieser Population schlieSen
lasst.

Zusammengefasst lie} sich das aus dem Malariakontext bekannte extrinsisch-regulatorische
Potential von CD4'PD-1" T-Zellen auch mit Zellen von gesunden Probanden
nachvollziehen. Das spricht dafiir, dass dieser Mechanismus auch im Kontext anderer
immunologischer Herausforderungen eine Rolle spielt. Dabei scheint die Population
ruhender CD4'PD-1" T-Zellen eine inhomogene Zellpopulation zu sein, die sich zu einem
erheblichen Anteil den Follikuldren T-Helferzellen zuordnen lédsst. Ein besseres Verstindnis
der Eigenschaften von CD4'PD-1" T-Zellen im Blut gesunder Menschen konnte helfen sie
in einem Krankheitssetting besser antizipieren und zielgerichteter untersuchen zu kénnen,

was letztlich zu einem sichereren und zielgerichteteren Therapiedesign beitréigt.
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6.1 Summary

Various mechanisms are available to the human organism to maintain the immunological
balance of pro- and anti-inflammatory forces. An anti-inflammatory effect emanates from
regulatory cell populations, such as regulatory T cells, as well as from cytokines and surface
receptors, such as the co-inhibitory receptor PD-1.

This work arose from studies on the immunosuppressive potential of CD4"PD-1" T cells in
the context of human malaria infection. There, CD4"'PD-1" T cells are able to suppress the
proliferative potential of antigen-specific T cells in vitro. These results imply a cell-extrinsic
regulatory mechanism, suggesting that CD4"PD-1" T cells are a regulatory T cell population
that does not belong to the natural regulatory T cells (Tregs).

Against this background, the immunosuppressive potential of CD4"PD-1" T cells was
investigated outside a malaria-specific context in the present study. It was shown that
CD4'PD-1" T cells from the blood of healthy humans are also able to suppress the
proliferative potential of stimulated CD4" T cells in a Treg-like manner. Subsequent
cytokine assays demonstrated a reduction in the levels of IL-2, [FN-y and IL-10 in the cell
cultures in which CD4"PD-1" T cells and CD4" T cells were co-cultured. In addition,
phenotyping of resting CD4'PD-1" T cells was performed to further characterise this cell
population. An increased co-expression of CTLA-4 on CD4"PD-1" T cells was found, which
could not be assigned to the regulatory T cell population. On the other hand, about one third
of the CD4"PD-1" T cells could be assigned to the follicular T helper cells, which suggests
a large inhomogeneity within this population when looking at the CD4"PD-1" T cells as a
whole.

In summary, the extrinsic regulatory potential of CD4"PD-1" T cells known from the malaria
context could also be reproduced with cells from healthy volunteers. This suggests that this
mechanism also plays a role in the context of other immunological challenges. In this
context, the population of resting CD4"PD-1" T cells appears to be an inhomogeneous cell
population, a significant proportion of which can be assigned to follicular T helper cells. A
better understanding of the properties of CD4'PD-1" T cells in the blood of healthy
individuals could help to better anticipate and target their properties in a disease setting,

ultimately contributing to safer and more targeted therapy design.
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file://///Users/frederikbitzer/Documents/Doktorarbeit/BNI/BNI_Zusammenschrieb_Dissertation/Aktuelle%20Arbeitsdatei/2021_07_Dissertation_Untersuchung%20koinhibitorischer%20Moleküle%20im%20Blut%20gesunder%20Menschen.docx%23_Toc86750995
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file://///Users/frederikbitzer/Documents/Doktorarbeit/BNI/BNI_Zusammenschrieb_Dissertation/Aktuelle%20Arbeitsdatei/2021_07_Dissertation_Untersuchung%20koinhibitorischer%20Moleküle%20im%20Blut%20gesunder%20Menschen.docx%23_Toc86751001
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file://///Users/frederikbitzer/Documents/Doktorarbeit/BNI/BNI_Zusammenschrieb_Dissertation/Aktuelle%20Arbeitsdatei/2021_07_Dissertation_Untersuchung%20koinhibitorischer%20Moleküle%20im%20Blut%20gesunder%20Menschen.docx%23_Toc86751004
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