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Abstract

Abstract

Autoantibodies mediate several types of autoimmune diseases. On the one hand, they
cause systemic diseases like Systemic Lupus Erythematosus, and on the other hand they
can affect just one organ like the kidney in certain forms of Glomerulonephritis.
Controlling or eliminating autoreactive B cells is therefore of great importance for future
therapeutic strategies. The aim of this study was to analyse B cell tolerance in the NOH
mouse model and to identify the molecular mechanism behind it. Dr. Isis Ludwig-Portugall
recently reported that regulatory T cells (Treg) suppress tissue-specific autoreactive B cells
by initiating apoptosis, curbing proliferation und additionally controlling the isotype switch
of produced antibodies. This suppression was antigen specific and contact-dependent.

Extending these studies, I demonstrated that Tregs are essential and sufficient to prevent
autoreactive B cells from producing antibodies. Tregs induced PD-1 expression on B cells
for suppression, whereas the expression of other inhibitory molecules like Fas or TGF-32
receptor remained unchanged. The functional relevance of PD-1 on B cells was
demonstrated by in vitro experiments using a stimulating PD-1 antibody fragment to
induce apoptosis. Furthermore PD-1 deficient autoreactive B cells could no longer be
suppressed by antigen specific Tregs in vivo compared to wildtype B cells, supporting the
in vitro data. The PD-1 ligands PDL-1 and PDL-2 mediated the inhibitory effects of
regulatory T cells, and PDL-1, but not PDL-2 was further upregulated after activation.
Additional experiments showed that B cell suppression did not require intermediate PD-1+
cells like T helper cells. Blocking PD-1 and depleting regulatory T cells failed to reveal
synergistic effects, supporting a model where Tieg acted through PD-1 only. In summary,
my results demonstrated direct in vivo suppression of autoreactive B cells through
regulatory T cells via PD-1 — PDL-1/2 and describe a formerly unknown peripheral B cell

tolerance mechanism against tissue specific autoantigens.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Autoimmunerkrankungen

Autoimmunitdt ist die Antwort des adaptiven Immunsystems gegen korpereigene Antigene
bei Ausfall der immunologischen Selbst-Toleranz, was zur Entziindung und Zerstérung
von korpereigenen Geweben fiihrt. Man unterscheidet organspezifische und systemische
Autoimmunerkrankungen. Die Hashimoto-Thyreoiditis, die Basedow-Krankheit sowie
Diabetes mellitus Typ 1 sind Beispiele fiir organspezifische Erkrankungen, die die
Schilddriise, die Wirbelsdule bzw. den Pankreas betreffen. Beim systemischen Lupus
erythematodes (SLE) oder dem Sjogren-Syndrom werden Antigene erkannt, die ubiquitér
exprimiert werden wie z.B. Chromatin. Die Mechanismen der Gewebeschiddigung lassen
sich in T und B Zell-abhingige Reaktionen einteilen. Die B Zell-mediierten
Immunerkrankungen werden entweder iiber 1gG/IgM Antworten gegen Autoantigene auf
der Zelloberfliche bzw. in extrazellulirer Matrix (entspricht einer Typ I
Hypersensibilitatsreaktion) oder iiber Immunkomplexe aus Autoantikdrpern und 16slichen
Autoantigenen (entspricht einer Typ III Hypersensibilitdtsreaktion) vermittelt. Daher

spielen die B Zellen eine zentrale Rolle bei vielen autoimmuner Erkrankungen.'

1.2 B Zellen

1.2.1 Funktion und Aktivierung von B Zellen

Die Hauptfunktion der B Lymphozyten bei der Bekdmpfung diverser Pathogene ist die
Sekretion von Antikorpern (humorale Immunantwort). Dariiber hinaus fungieren B Zellen
als Antigen-prisentierende Zellen (APC), die CD4 T Zellen in vitro™> und in vivo*® und
CD8 T Zellen durch Kreuzprisentation aktivieren’. B Lymphozyten werden in drei
verschiedene Arten unterteilt: B1, B2 und Marginalzonen B Zellen. Die B2 ,normalen*
B Zellen stellen den Hauptteil der B Zellen dar. Die B1 B Zellen sind vor allem in der
Bauchhohle lokalisiert und erkennen vorwiegend Kohlenhydratantigene. Im Unterschied
zu B2 Lymphozyten sind B1 Zellen grofer, durchlaufen weniger Hypermutation sowie
Klassenwechsel®* und STAT3 ist konstitutiv aktiviert’. Marginalzonen B Zellen

entsprechen nur etwa 5% der B Lymphozyten in der Milz, sind aber ein wichtiger
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Bestandteil der frithen Immunantwort gegen Krankheitserreger aus dem Blutstrom.'® Die
Antigenerkennung der B Lymphozyten erfolgt liber membrangebundene Immunglobuline,
den B Zellrezeptoren (BCR). Jede B Zelle exprimiert B Zellrezeptoren mit einer einzigen
Spezifitit, die nach Ausdifferenzierung zur Plasmazelle als Antikorper sezerniert werden''.
Die Expression des B Zellrezeptors ist fiir die Entwicklung und das periphere Uberleben
der Zelle erforderlich.'” Der B Zellrezeptor besteht aus zwei leichten und zwei schweren
Polypeptidketten, die iiber Disulfidbriicken miteinander verkniipft sind. Jede einzelne
dieser Ketten besteht wiederum aus einer konstanten und einer variablen Region." Bis vor
kurzem ging man davon aus, dass zur Neutralisierung von Toxinen nur die Bindung an die
variable Region benoétigt wird. Allerdings konnten Abboud et al. zeigen, dass die konstante
Region und damit einhergehend die Bindung an Fcy Rezeptoren von essentieller
Bedeutung fiir die Toxinneutralisierung ist."* Die leichte Kette existiert in zwei
Erscheinungsformen: der Lambda- und der Kappa-Kette, die funktionell jedoch keine
Unterschiede aufweisen.' Antikorper besitzen eine duale Funktion: nach der spezifischen
Bindung des Antigens {iiber die variable Region erfolgt die Vermittlung von
Effektorfunktionen durch die konstante Region. Das impliziert die Aktivierung von
phagozytierenden Zellen, Molekiilen des Komplementsystems und NK Zellen zur
Eliminierung von Pathogenen, Opsonierung apoptotischer Zellen'> und zur Antikoper
abhiingigen Zytotoxizitit'®. Die Immunglobuline (Ig) werden auf Grundlage ihrer
schweren Ketten in fiinf Isotypen unterteilt: IgM, 1gG, IgA, IgD, IgE. Nach Sezernierung
vermitteln sie unterschiedliche Funktionen: IgA Antikérper dienen der Neutralisierung von
Toxinen und Mikroben in den mukosalen Lumen'’, wohingegen die IgG Subklassen z.B.
anti-Erythrozyten Immunreaktionen durch Aktivierung des Komplementsystems
supprimieren.'® Weiterhin konnen IgG Antikorper iiber Fc Rezeptoren Phagozytose
vermitteln und sind plazentagéingig. Im Gegensatz dazu spielen IgE Globuline eine grofle
Rolle bei allergischen Reaktionen, indem sie durch die Bindung an hochaffine Fce
Rezeptoren auf Mastzellen die Freigabe inflammatorischer Mediatoren wie z.B. Histamin
initijeren."”

Das membrangebundene Immunglobulin hingegen fungiert als antigenspezifischer
Rezeptor. Die Signaltransduktion erfolgt tiber ein Iga-Igp Heterodimer™ *' mit
subsequenter Aktivierung von LYN und SYK?, resultierend in einer verinderten
Genexpression, die iiber das Uberleben und Schicksal der Zelle entscheidet”. Nach
Antigenerkennung wird der Protein-Rezeptorkomplex internalisiert, das Protein degradiert

und auf MHC-II présentiert. Die Aktivierung der B Zelle durch Antigenbindung an Toll-

2



Einleitung

like Rezeptoren (TLRs) wund/oder an den B Zellrezeptor kann die direkte
Umdifferenzierung der B Zelle in eine Plasmazelle bewirken (extrafollikulire Antwort).
Diese B Zellen sind kurzlebig und sekretieren IgM Antikorper mit geringer Affinitit.**
Alternativ besteht die Mdglichkeit der Etablierung eines Keimzentrums, wenn follikulare
B Zellen sowohl mit dem kognaten Antigen als auch mit der T Zellhilfe in Beriihrung
kommen.* ** Die Rekrutierung von T Zellhilfe erfolgt iiber Chemokine. T Helferzellen
vermitteln die zur vollstindigen Aktivierung der B Zelle benétigten Kostimulatoren
(Signal 2) und Zytokine (Signal 3) nach Bindung des T Zellrezeptors an den MHC-II-
Peptide-Komplex (Signal 1). Die Interaktion iiber CD40L mit CD40 auf der B Zelle
vermittelt neben dem Aktivierungsstimulus auch Uberlebenssignale an die B Zelle.”” Nach
ausreichender Stimulation proliferieren und reifen die B Zellen in den Keimzentren der
sekundédren lymphatischen Organe zu Plasmazellen. Hier findet sowohl die klonale
Expansion, der Wechsel der Isotypen, als auch die Affinititsreifung statt.'' Unter der
Affinitatsreifung versteht man die Erhéhung der Spezifitit des Antikorpers fiir sein
spezifisches Antigen.”® Anschliefend wandern die Plasmazellen ins Knochenmark, wo sie
weitere iiberlebensnotwendige Signale, wie BAFF, APRIL und IL-6 von retikuldren
Stromazellen erhalten.” Ein anderer Teil der Zellen des Keimzentrums entwickelt sich zu
langlebigen, persistierenden Gedichtniszellen.”® Die sekunddre Immunantwort ist
schneller, besitzt ein groferes Ausmall und umfasst Antikorper mit einer gesteigerten
Affinitit.’' Der zugrundeliegende molekulare Mechanismus der Entwicklung und des
Uberlebens der Gedichtniszellen ist weitgehend unbekannt.*> Vor kurzem postulierte
David Tarlinton ein Modell des kompetitiven Vorteils (Abbildung 1.2.1-1). In diesem
haben Gedéchtniszellen, die spét in der Immunantwort produziert wurden, einen Vorteil
gegeniiber denen, die frither heranreiften, weil sie durch die wiederholte Stimulation des

B Zellrezeptors und CD40 anti-apoptotische Molekiile hochregulieren, die sie beméachtigen

die friih gereiften Gedéchtniszellen zu ersetzen.
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Gedachtnis apoptotische Zelle

Gedachtnispool B A _L._L.Q _L.%
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\
geringe Fitness
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Abbildung 1: 1.2.1-1 Modell zur Generation von Gedéchtnis- und Plasmazellen im Keimzentrum
withrend der priméire Immunantwort

modifiziert nach David Tarlinton (2006, nature reviews immunology)

1.2.2 Reifung von B Lymphozyten
In den letzten Jahren wurde die Entwicklung von B Zellen in Miusen™ und Menschen™
intensiv studiert. Die stufenweise Entwicklung von hdmatopoietischen Stammzellen tiber

B Lymphozyten zu Plasmazellen verlduft in mehreren Organen (Abbildung 1.2.2-1).

Knochenmark

o/ e
0—0—0—©

HSzZ Pro-B Zelle Pra-B Zelle Naive B Zelle
(unreif)

|th|

Milz IgDlow
cbh21hi
CD23-

Naive marginal-zonen B Zelle

]ngow |th| |thi

]gDhI |gDh' |gDI0w

CDh21int CD21hi CD21low

CD23+© CD23+ @ CD23©
Naive langlebende, T2 B Zelle T1 B Zelle

follikulére B Zelle

Abbildung 2: 1.2.2-1 Modell zur antigenunabhiingigen Entwicklung von B Zellen

modifiziert nach Shapiro-Shelef und Calame (2005, nature reviews immunology)

Zunichst differenzieren sich die hdmatopoietischen Stammzellen im Knochenmark zu

einer Pro-B Zelle um. In diesem Stadium beginnt die Rearrangierung des B Zellrezeptors
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mit der Umlagerung der D-J (friihe Pro B Zelle) und anschlieBend V-DJ (spite Pro
B Zelle) Gene der schweren Kette. Die B Zelle wechselt nun in das Stadium der Pra-
B Zelle und wird auf ihre Funktionalitit tiberpriift. Hierzu ersetzt die Keimbahn kodierte
,surrogate light chain®, bestehend aus VpreB und lambda5, die konventionelle leichte
Kette.”*® Nach produktiver Umlagerung und Expression des Prd-B Zellrezeptors auf der
Oberfldche wird die Zellteilung induziert. Das von Stromazellen produzierte IL-7 ist
essentiell fiir das Uberleben und die Proliferation von Pra-B Zellen.” Es folgt das Stadium
der kleinen, sich nicht mehr teilenden Prd B II Zelle. Die Prd B 11 Zellen reprédsentieren 50-
60% der Pri B Zellen im Knochenmark®® und haben bereits das Rearrangement der V-J
Gene der leichten Kette vollzogen.” ** Die Differenzierung zu unreifen B Zellen erfolgt im
Knochenmark iiber die Oberflichenexpression des IgM B Zellrezeptors und dessen
Funktionspriifung. Taglich verlassen 20x10° unreife B Zellen das Knochenmark und
gelangen iiber den Blutstrom in die Milz. Nach Vollendung der transitionellen Stadien T1
(IgM", IgD", CD23") und T2 (IgM", IgD"", CD23") sowie erneuter negativer Selektion
entwickeln sich die B Zellen abschlieBend zu reifen, langlebigen follikuliren Zellen.*' Nur
fiinf bis zehn Prozent der B Zellen werden als reife B Zellen selektiert und besitzen dann
eine Lebenserwartung von 15 Wochen.* Reife, naive B Zellen zirkulieren im Blut, den
Geweben und in den Lymphen. AuBerdem findet man sie auch im Knochenmark wieder.*:
* Treffen B Zellen auf ihr spezifisches Antigen, werden sie aktiviert und differenzieren zu
Pra-Plasmazellen in der Milz oder anderen sekundiren peripheren Lymphgeweben. Die
vollstindige Umdifferenzierung zu Plasmazellen erfolgt im Knochenmark oder an

. 45,4
mukosalen Oberflichen.* %

1.2.3 Toleranzmechanismen gegen autoreaktive B Lymphozyten

Wie in 1.1 beschrieben, sind Autoantikdrper die Ursache vieler Erkrankungen. Zwischen
20% und 50% der B Zellrezeptoren, die bei der V(D)J Rekombination generiert werden,
binden mit einer potenziell gefihrlichen Affinitit Selbstantigene®’, aber nur drei bis acht
Prozent der Bevélkerung leiden an einer Autoimmunerkrankung®. Die Autoreaktivitit des
B Zellrezeptors stellt daher ein grofes Risiko dar. Sie ist aber nicht nur negativ belastet,
denn in den friihen B Zellstadien ist sie von entscheidender Wichtigkeit fiir eine korrekte
B Zellentwicklung.*” Zur Begrenzung der Anzahl an autoreaktiven B Zellen werden sie

zentralen und peripheren Toleranzselektionsmechanismen unterzogen (Abbildung 1.2.3-1).
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a
Zelldeletion Apoptoseinduktion durch die Inhibirung des

Uberlebenssignalwegs mittels BCL-2 (z.B. BIM Induktion)
oder durch Aktivierung von Todesrezeptoren (z.B. FAS)

b
SeRIbst—reaktiver Rezeptoreditierung Rezeptoreditierung durch V(D)J Rekombination oder
ezeptor 0 — . | BZR Hypermutation um die Bindung an Selbstantigene

Selbstantigen 7 \ zu reduzieren

D]

Q - .

o \ c Regulation durch:

/ Intrinsisch Regulation @ BZR/TZR Runterregulation
Lymphozyt | Induktion von inhibitorischen Rezeptoren (CD5, CTLA4)

I Phosphatasen (SHP1, SHIP)
Ubiquitinligasen (CBL, GRAIL, ITCH, ROQUIN)

d

Regulation durch:
Extrinsisch Regulation g\’ egu.ation durk

Limiting von Uberlebensfaktoren (BAFF, IL-7)
. | Limiting der Kostimulation (CD40L, TLR Liganden, B7 Molekile)
o \ Aktive Suppression
o+ Limiting innater inflammatorischer Mechanismen

Abbildung 3: 1.2.3-1 Vier zelluliire Strategien zur Regulation von selbst reaktiven Rezeptoren
modifiziert nach Goodnow et al. (2005, Insight Review)

Beginnend mit dem Rearrangieren der schweren Kette kann der Prd B II Rezeptorkomplex
nur nach produktiver Genumlagerung exprimiert werden. Es ist bekannt, dass der Prd B II
Rezeptorkomplex die erste Hiirde der negativen Selektion ist seit Keenan et al.
demonstrieren konnten, dass der prozentuale Anteil an autoreaktiven B Zellen und
Antikérpern in Pri B Zellrezeptor defizienten Miausen erhoht ist (Pra-BCR Zensierung).”
Nach erfolgreicher Umordnung des Gens fiir die leichte Kette wird der [gM B Zellrezeptor
exprimiert. Es erfolgt solange eine Umlagerung bis eine produktive Kette entsteht oder die
J Region aufgebraucht ist, was zum Tod der Prd B Zelle fiihrt. Der néchste Kontrollpunkt
zum Schutz vor autoreaktiven B Zellen ist die Selektion auf Selbsttoleranz im
Knochenmark. Bindet der B Zellrezeptor ein Selbstantigen mit zu starker Affinitét, gibt es
drei Strategien ihn unschidlich zu machen. Erstens konnen B Zellen, die multivalente
Antigene erkennen, in den programmierten Zelltod geschickt werden (klonale Deletion).””
>3 Zweitens kénnen B Zellen ihren selbst reaktiven Rezeptor durch eine weitere V(D)J
Rekombination der leichten und seltener, der schweren Kette™ editieren, sodass ein
anderer B Zellrezeptor entsteht, der nicht selbst reaktiv ist.””>® Als dritte Moglichkeit
induzieren kleine l6sliche Autoantigene Verdnderungen in biochemischen Prozessen und
genetischen Expressionsprofilen, die die Sensibilitit des B Zellrezeptor herabsetzten

(Anergie).””®!

Der Hauptanteil der Toleranzinduktion erfolgt iiber das Editieren des
B Zellrezeptors.”> © 70% der tiglich produzierten Pri B Zellen werden durch diese
positiven (Funktionsfahigkeit des Rezeptors) und negativen (Bindung von Selbstantigen)
Selektionsvorginge in die Apoptose geschickt.** ® Die negative Selektion bei B Zellen ist

nicht so stringent reguliert wie in T Zellen, daher gelangen autoreaktive B Zellen in die
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Peripherie. In den sekundédren lymphatischen Geweben werden sie durch intrinsische
biochemische Verdnderungen reguliert. Die Runterregulation des B Zellrezeptors auf der
Oberfliche teilweise bis zu 99% durch gesteigerte Endozytose und durch den Block des
Transfers neu synthetisierter Rezeptoren zur Oberfliche®® bildet eine Mbglichkeit.
Andererseits kann auch der Schwellenwert des B Zellrezeptors zur Aktivierung durch
Rekrutierung von SHP1 und SHIP gesteigert werden.”” 7 Weiterhin induzieren selbst
reaktive B Zellrezeptoren BIM, um den Zelltod zu fordern® und ERK, um eine Toll-like
Rezeptor 9 vermittelte Differenzierung in Plasmazellen zu blockieren®. In der Peripherie
arbeiten weitere Kontrollmechanismen, wie z.B. die Deletion von B Zellen, deren
B Zellrezeptor wihrend der Differenzierung zu reifen B Zellen kreuzvernetzt wird'® "'
sowie die Limitierung von Wachstumsfaktoren oder Kostimulation wie CD40L.”> BAFF,
ein B Zelliiberlebensfaktor, der iiber seinen Rezeptor auf B Zellen eine gesteigerte
Aktivierung von NF-kB2 induziert”, wird primdr in limitierenden Mengen von
strahlungsresistenten lymphoiden Stromazellen produziert.”* In dem groSen Pool an
zirkulierenden B Zellen erhalten autoreaktive B Lymphozyten nicht gentigend BAFF und
werden deletiert. ,,Das Uberleben der Stirksten* selektiert B Lymphozyten entsprechend
ihrer Affinitit gegeniiber Selbstantigenen.” Als zusitzliche Variante kann das Autoantigen
fiir die B Zellen stindig unerreichbar oder die T Zellhilfe unzugénglich sein, was zur
Ignoranz der B Zelle iiber den SIAE/Siglec Signalweg fiihrt’®. Autoreaktive B Zellen in
Keimzentren werden auBerdem noch von regulatorischen T Zellen kontrolliert’’, indem sie
die Autoantikérperproduktion unterdriicken.”® " Ob dieser Suppression eine direkte oder
eine indirekte T Helferzell-vermittelte Interaktion zu Grunde liegt, ist noch weitgehend

unbekannt.

1.3 Regulatorische T Zellen

1.3.1 Phéinotypische Charakterisierung und Funktion

Jahrzehnte lang lag das Augenmerk der Wissenschaftler hauptsidchlich auf der
Aufschliisselung der Induktion einer Immunantwort, allerdings ist die Selbsttoleranz auch
grundlegend von der Kontrolle bzw. dem Abschalten von Immunantworten abhéngig. In
den 70er Jahren postulierte Gershon die Existenz von T Zellen mit suppressorischer
Aktivitit (,,suppressor cells).** Allerdings geriet dieses Konzept in die Kritik, denn es war
thm zu jener Zeit nicht moglich, die Zellen zu charakterisieren oder 1dsliche Mediatoren zu

identifizieren. Erst 1995 hatten die Suppressor- oder nun regulatorische T Zellen ihr
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Revival. Sakaguchi und Kollegen war es nun moglich autoreaktive T Zellen mit Hilfe von
CD4°CD25" T Zellen zu kontrollieren.®' Die regulatorischen T Zellen entsprechen 5-10%
der T Helferzellen und sind in vitro anergisch, aber mit suppressiven Eigenschaften
ausgestattet."> * Die Inhibition der Proliferation anderer T Zellen erfolgt erst nach
Aktivierung des T Zellrezeptors (TCR) der regulatorischen T Zelle*, aber anschlieBend
antigenunspezifisch®’. Regulatorische T Zellen weisen sowohl in vitro als auch in vivo
suppressive Eigenschaften auf,*" * welche sich im Mechanismus unterscheiden. Die in
vitro Suppression ist im Gegensatz zur in vivo Suppression kontaktabhingig und
unabhingig von inhibitorischen Zytokinen.*> * ® Die Charakterisierung der
regulatorischen T Zellen erfolgte zundchst nur iiber die kontinuierliche Expression von
CD25 auf der Oberfliche. Jedoch besitzen CD4'CD25 T Zellen ebenfalls suppressorische
Aktivitit, die allerdings geringer ist als bei ihren CD4'CD25" Gegenstiicken.”” ** Die
Losung dieses Problems war die Entdeckung des Transkriptionsfaktors Foxp3, der zur
forkhead/winged-helix family* gehort.”! Die Familie ist hoch konserviert und Mutationen
im humanen Foxp3 Gen verursachen das IPEX-Syndrom (immune dysregulation,
polyendocrinpathy, enteropathy, X-linked syndrome), welches mit Organ spezifischen
Autoimmunkrankungen wie z.B. chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (IBD =

2-94 .
929 Des Weiteren

inflammatory bowel disease) und allergischer Dermatitis korreliert ist.
exprimieren humane und/oder murine regulatorische T Zellen konstitutiv einige
Oberflichenmarker wie GITR (glucocorticoid-induced TNFR)”, 0X40 (CD134)",

L-Selectin (CD62L)”, oder intrazellulires CTLA-4 (CD152 = cytotoxic T lymphocyte
activation antigen).”> *® Dariiber hinaus wird nach Aktivierung auch LAG3 (lymphcyte
activation gen-3) hochreguliert'®. Einige dieser Molekiile sind in die suppressorische
Funktion der regulatorischen T Zellen involviert und kénnen von der Aktivierung bis hin

zur Effektorfunktion alle Immunreaktionen der Zielzellen unterdriicken.

1.3.2 Homoostase und Entwicklung von Tregs

Regulatorische T Zellen werden in natiirliche und induzierte/adaptive Tregs unterteilt
(Abbildung 1.3.2-1). Natiirlich auftretende CD4'CD25" T Zellen werden im Thymus durch
eine MHC-II-T Zellrezeptor abhingige Interaktion generiert.'’’ In Korrelation mit diesen
Befunden resultiert die Thymektomie innerhalb von zwei Tagen nach der Geburt in einer
geringen Anzahl an peripheren Tregs.®' Desweiteren wird eine CD28/B7-1 oder eine
CD28/B7-2 vermittelte Kostimulation zur Stabilisierung der Foxp3 Expression benétigt.'>

1% Beziiglich der Entwicklung und Funktion von regulatorischen T Zellen spielt der
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Transkriptionsfaktor FoxP3 eine Schliisselrolle.!* % Die ,,Joss of function® Mutation im
Foxp3 Gen, die den ,scurfy* Phinotyp charakterisiert, induziert eine fatale
lymphoproliferative ~ Erkrankung.”’ Die stabile Foxp3 Expression ist eine
Grundvoraussetzung fiir die Aufrechterhaltung der suppressiven Aktivitit in Tregs.'*” '*®
Weiterfiihrend konnte von Beyer und Kollegen gezeigt werden, dass Foxp3 auch Molekiile
wie SATB1 direkt unterdriicken muss, um T Zelleffektorfunktionen zu unterdriicken.'”
Diese Ergebnisse skizzieren ein Modell, in dem die Effektor T Zellprogramme

kontinuierlich und aktiv durch eine Foxp3 vermittelte Suppression in Tregs unterdriickt

werden. Untermauert wird dieses Modell durch Studien an Eos''’, dem Runx1-CBFB

111,112 113

Heterodimer sowie Foxol und Foxo3 ~. Neben Transkriptionsfaktoren beeinflussen
auch Zytokine die Foxp3 Expression. Tregs besitzen ein ambivalentes Verhiltnis zu 1L-2,
denn einerseits wird die IL-2 Gentranskription in natiirlichen Tregs supprimiert und
anderseits die CD25 Expression hochreguliert.'™ Verschiedene Studien haben gezeigt,
dass Tregs eine definierte homdostatische Nische besetzen, die liber den Zugang zu IL-2
kontrolliert wird.'”> '"* Ubereinstimmend initiiert auch die Blockade von IL-2 eine
Reduktion der Proliferation sowie Effektorfunktion der Tregs.'” Diese Daten unterstiitzen
das Modell der parakrinen IL-2 Wirkung, die das Uberleben der Tregs fordert. Dennoch
weisen IL-2 oder CD25 defiziente Méuse eine normale Frequenz und Anzahl peripherer
Tregs auf.''® """ Die Ursache hierfiir konnte IL-15 sein. IL-2 und IL-15 teilen sich die
v Kette des Rezeptors und konnten daher eine redundante Funktion besitzen. Erste
Hinweise dafiir lieferten die IL-2 und IL-15 doppelt defizienten Méuse, in denen die Treg
Entwicklung zum Erliegen kam."'® ' Diese duale Verbindung wird auch bei anderen
Zytokinen beobachtet. Das Ausmall und der Zusammenhang der Zytokinausschiittung
entscheidet auch bei IFN-y und IL-6 iiber die sich entwickelnde Immunantwort. Die
Stimulation von Tregs mit geringen Mengen an IFN-y oder IL-6 ist Grundlage fiir die
Suppression, der iiber STAT1 bzw. STAT3 vermittelten, Thl bzw. Th17 Antworten.''® '
Hingegen fiihrt die exzessive Aktivierung der Rezeptoren zur Umdifferenzierung in die

jeweiligen Effektorzellen.'*"'?

Die Plastizitdt der CD4 T Zellen ist bidirektional, denn
durch retrovirale Transduktion von Foxp3 in CD4'CD25 T Zellen kann sowohl die
suppressorische Funktion als auch der Phinotyp von Tregs induziert werden.” '°* ' Erste
Hinweise auf die Existenz einer peripheren Konversion von naiven, konventionellen
CD4" T Zellen zu Foxp3™ Tregs erbrachte der Transfer von CD4'CD25 T Zellen in

lymphopenische Miuse, bzw. in Mause, die einen monoklonalen TCR besitzen.'*> '**
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Seither sind viele Methoden entwickelt worden, antigenspezifische Tregs iiber suboptimale
Dosen an Antigen z.B. iiber osmotische Pumpen, DEC-205 Antikérper oder auch orale
Toleranz zu induzieren.'”'?’ Andere Protokolle wie die Induktion iiber TGF-B, Retinsaure
und IL-2 sind unspezifisch.'**"*'

spezifisch reguliert. In der Milz sind CD8 ' DEC205" und im Darm CD103" Dendritische

Die Umwandlung in regulatorische T Zellen wird lokal

Zellen verantwortlich.”** **> Die induzierten Tregs unterscheiden sich von natiirlichen
Tregs in ihrer Abhédngigkeit von CTLA-4 zur Vermittlung ihrer suppressorischen

Funktion.'**

Helios, ein Ikaros Transkriptionsfaktor, wurde zunichst als spezifischer
Marker fiir natiirliche Tregs gehandelt."”” Die Entdeckung von Gottschalk et al., dass
Helios auch in induzierten Tregs exprimiert werden kann, fiihrt jetzt zu Kontroversen auf

dem Gebiet.'*

Hingegen steht fest, dass die Entwicklung natiirlich generierter Tregs im
Gegensatz zur Induktion Adaptiver von CARMAI abhingig ist."”’ Natiirliche Tregs
benétigen die Kostimulation iiber B7 Molekiile zur Konversion."** '** Der periphere TCR
induzierte Induktionsprozess hingegen verlduft nur effektiv mit naiven T Zellen, wiahrend
voraktivierte T Zellen resistent sind.'* Ein weiterer Unterschied besteht in der Stabilitit
der Foxp3 Expression zwischen natiirlichen und induzierten Tregs. Der in vivo
Konversionsprozess generiert langlebige Tregs, die Foxp3 stabil exprimieren. Die in vitro
Induktion fiihrt hingegen zu einer unstabilen Foxp3 Expression, wenn die Zellen mit
Antigen stimuliert werden.'* In diesem Kontext korreliert die Stabilitit der Foxp3
Expression mit dem Grad der Demethylierung von Foxp3.'”” ' Die
T Zellrezeptoraktivierung ist der Grundstein zu einer effektiven Aktivierung der Tregs.
Induzierte Tregs besitzen per Definition das T Zellrezeptorrepertoire einer naiven
CDA4 T Zelle, welches sich stark von dem natiirlich generierten Tregs unterscheidet, was

die Regulation diverser Antigen ermdglicht.'** '*3

10



Einleitung

Thymus Periphery
(CD4Y)
Foxp3-
CD4* Th naive Th effector

S S > @ Th1,Th2
| ] ’ ,
@ Y Th17,Tfh
Naive TCR Naive TCR F . etc.
repertoire repertoire i'l?‘ 223
\ Foxp3* | Q )
iTreg \—"/Tr1,Th3

/

Foxp3* Foxp3* Naive TCR
nTreg nTreg repertoire
P a P
©1©
Q — y Q _//"
nTreg TCR nTreg TCR Total peripheral

" .
repertoire repertoire Foxp3* Treg cell population

Abbildung 4: 1.3.2-1 Thymische und periphere Generation regulatorischer T Zellen

modifiziert nach Curotto de Lafaille und Lafaille (2009, Immunity Reviews)

Neben den Foxp3" Tregs existieren noch zwei weitere Subtypen, die ihre Effektorfunktion
kontaktunabhéngig durch 16sliche Zytokine vermitteln. Diese sekundéren suppressorischen
T Zellen werden als Trl und Th3 Zellen definiert. Trl Zellen zeichnen sich durch die
Produktion von groflen Mengen an IL-10 und geringen Mengen an IL-2 und IL-4 aus.'*
Im Unterschied zu natiirlichen Tregs exprimieren Trl Zellen nur geringe Level an Foxp3
und CD25."" %% Die repetitive Stimulation mit unreifen DCs generiert Trl Zellen in
vivo.'"¥ Die Th3 Zellen hingegen zeichnen sich durch ihre Produktion von TGF-B aus und
entwickeln sich nach oraler Antigenzufuhr.'*® Weiterhin sind sie in der Lage, die EAE
Induktion zu inhibieren.'* TGF-B und IL-10 dienen jedoch nicht nur als Effektormolekiile,

sondern sind auch an der Generation der Th3 und Trl Zellen beteiligt."™* !

1.3.3 Suppressionsmechanismen von regulatorischen T Zellen

Regulatorische T Zellen kontrollieren eine Vielzahl unterschiedlicher Immunreaktionen
von Selbsttoleranz iiber Infektionskrankheiten bis hin zu Antitumorantworten."”*">* So
heterogen wie das Betétigungsfeld der Tregs ist, so unterschiedlich sind auch ihre
suppressiven Mechanismen. Die Mechanismen werden in zwei Gruppen unterteilt: jene,

welche direkt T Zellen supprimieren und Mechanismen, die die Funktion von

antigenprisentierenden Zellen herabsetzen.

11
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Die direkte Suppression der T Zellen erfolgt {iber vier Wirkungsweisen (Abbildung 1.3.3-
1): Suppression durch inhibitorische Zytokine, Induktion eines Zellzyklusarrests, z.B. iiber

Galectin-1, Suppression durch Zytolyse oder durch Apoptoseinduktion mittels IL-2

Entzug.
Secreted
Suppressor IL-2 . or cell surface
cytokines consumption Cytolysis molecules
L, Foxp3* Treg cell PN P P
() () () (@)
&~/ vy \\;_»/Granzyme— & U/ )
0© o o 'g IL-2Ra (CD25) / o\ mediated Galectin-1
0o ©° IL-2 © ©0 \ O) /‘&\
) (0] /, o \\_,4/ ‘, \‘
IL-10, TGF-B, IL-35 ( @ l (")
(™ l . l
{ Apoptosis
A4 Cell cycle arrest
Foxp3- cell Bim-mediated
apoptosis
Cell cycle arrest

Abbildung 5: 1.3.3-1 Hauptmechanismen der direkten Suppression von T Effektorzellen durch Tregs
modifiziert nach Shevach (2009, Immunity Review)

Die wohl am besten analysierte Methode ist die Regulierung des 1L-2 Metabolismus. Die
meisten Studien demonstrieren die Inhibition der Produktion von IL-2 mRNS in
Effektorzellen durch Tregs.lss’ ¢ Der Treg vermittelte 1L-2 Entzug wird hingegen
kontrovers diskutiert. Einerseits konnte von Pandiyan und Kollegen gezeigt werden, dass
Tregs mit Effektor T Zellen um IL-2 konkurrieren, es konsumieren und somit einen Bim
induzierten Zelltod in den Helferzellen auslosen.'”’ Andererseits hatte die Zugabe von
Antikorpern, die die Bindung von IL-2 behindern, keinen Einfluss auf die Funktion von
Tregs."”® Dementgegen stehen die Befunde, dass eine IL-2 Defizienz, genetisch oder durch
Applikation von Antikorpern erzeugt, zu einer Reduktion an regulatorischen T Zellen
fiihrt, die hinreichend ist, um Autoimmunitit zu induzieren.''> '*° Zusammenfassend
deuten diese Befunde eher auf eine IL-2 Beteiligung an der Treg vermittelten Suppression
hin. Der Transfer von cAMP fiiber ,,gap junctions® ist eine weitere Methode den
Metabolitenhaushalt von T Effektorzellen zu unterbrechen und ihre Funktion zu
limitieren.'®

Zu den 16slichen Zytokinen, die von regulatorischen T Zellen sezerniert werden konnen,

zéhlen auch IL-10, TGF-B und IL-35. IL-35 ist ein neues Mitglied der IL-12 heterodimeren

Zytokinfamilie und entsteht durch Dimerisierung von Ebi3 (Epstein-Barr virus-induced

12



Einleitung

gene 3) und p35 (IL-12a). Es wird préferenziell in Tregs hochreguliert und unterdriickt die

T Zellproliferation in vitro.'"®" '

Die Wirkung der inhibitorischen Zytokine IL-10 und
TGF-B scheint vom Mikromillieu abhingig zu sein. [In vitro Studien mit blockierenden
Antikorpern oder defizienten T Zellen suggerieren, dass diese Zytokine nicht essentiell flir
eine Suppression sind.'>> °% 1% Andererseits kontrolliert ein Tregs vermittelter, IL-10 und
TGEF-B abhingiger Prozess asthmatische und allergische Erkrankungen in vivo.'** Jedoch
kann die IL-10 Produktion von regulatorischen T Zellen auch ein zweischneidiges Schwert
sein. So dient sie einerseits der Privention von Kolitis'® sowie der Ausbreitung
bakterieller und viraler Superantigene.'®® Anderseits blockiert sie aber auch die gegen
einen Tumor gerichtete Immunantwort'®’. Die Relevanz von TGF-8 in der Suppression
durch Tregs wurde zunidchst angezweifelt, da der Gebrauch von neutralisierenden
Antikorpern, sowie defizienten Tregs die inhibitorische Funktion nicht beeintrichtigte.'>®
18 Im Laufe der Jahre konnte allerdings eine Abhingigkeit von TGF- fiir die Suppression
verschiedener Krankheitsmodelle, wie Diabetes oder follikuldire Lymphome, gezeigt
werden.'® """ Um ihre maximale regulatorische Aktivitit entfalten zu konnen, scheinen

71

Tregs membrangebundenes TGF-B zu bendtigen.'”! Obwohl diese Zytokine alle

inhibitorisch sind, scheint ihr Einsatz von bestimmten Pathogenen oder homdoostatischen
Bedingungen abhingig zu sein.'’

Galektin-1 ist ein sekretorisches, homodimeres Molekiil, das zur Familie der 3-Galaktosid
bindenden Proteine gehort. Nach Aktivierung wird Galektin-1 in Tregs hochreguliert und
induziert nach Bindung an z.B. CD45 einen Zellzyklusarrest in den Zielzellen.'”

Die Lyse von Zielzellen kann von Granzym A und/oder von Perforin vermittelt werden.
Studien an humanen Tregs demonstrieren die Expression von Granzym A und belegen
weiterhin das Granzym A und Perforin abhingige Abtéten von Zielzellen tiber die
Bindung an CDI18."* Im Kontrast hierzu regulieren murine regulatorische T Zellen
hauptsichlich Granzym B hoch™, welches dann auch funktionell relevant ist*®.

Die indirekte Suppression der Effektorzellen baut auf die Modulation
antigenprisentierender Zellen (APCs) auf. Die in Abbildung 1.3.3-2 dargestellten
Hauptmechanismen sind bis jetzt beschrieben worden. CTLA-4 ist ein zentraler Kandidat,
da der selektive Verlust von CTLA-4 in Tregs in den Maéusen eine systemische
Autoimmunitit nach 7 Wochen induziert.'”® Im Detail kann die suppressorische Funktion
von CTLA-4 tiber zwei Wege vermittelt werden: erstens iiber die Runterregulation der

176, 177

kostimulatorischen Molekiile der Dendritischen Zellen und zweitens uber die
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Induktion der Expression von Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) in den Dendritischen

Zellen'”.

CTLA-4 LAG-3 CD39 Nrp-1
__ Foxp3* Treg cell _ ,\ ,\
y N & P i N y \‘
(@) (@) Q) O
\ \ / e / /
< 7 Q y Q y S 7
“Q CTLA-4 SR AG. Y [ | Nrp-1
\ CD80 or CD86 LAG3 ATP QCDo”
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Abbildung 6: 1.3.3-2 Hauptmechanismen der indirekten Suppression von T Effektorzellen durch
Tregs iiber antigenprisentierende Zellen

modifiziert nach Shevach (2009, Immunity Review)
Zusitzlich kann die Maturierung der DCs ebenfalls tiber CD223 (,,lymphocyte-activation
gene 3“; LAG3) blockiert werden. LAG3 ist ein CD4 Homolog, dass mit sehr hoher
Affinitdit an MHC-II Molekiilen bindet und fiir die maximale Treg Suppression erforderlich
ist.'” ' Die Bindung an MHC-II induziert eine ITAM vermittelte Suppression der DC
Maturierung und somit ihrer immunostimulatorischen Kapazitit.'"® Ein anderer von Tregs
verwendeter anti-inflammatorischer Mechanismus ist die Hydrolyse von extrazelluldrem
ATP. ATP stimuliert die Expression von CD86 auf DCs und wird durch die Ektoenzyme
CD39 und CD73 auf Tregs zu Adenosin umgebaut."®"'® Erginzend zu CTLA-4 und
LAG3 reduziert rekombinantes FGL2 (,,fibrinogen-like protein 2°) dosisabhidngig die

Kostimulation Dendritischer Zellen.'®*

Ankniipfend an diese Befunde konnte von Sarris
und Kollegen dargelegt werden, dass liber Neuropilin (Nrp-1) die Interaktion zwischen
DCs und Tregs verlingert wird."” Die diversen Suppressionsmechanismen deuten
darauthin, dass der Hintergrund einer Erkrankung sowie der zu supprimierende Zelltyp,

den adiquaten Inhibitionsmechanismus diktieren.'”

1.4B Zell - Treg Interaktion

Wie bereits beschrieben sind die Regulationsmechanismen von Tregs auf T Zellen und
DCs intensiv erforscht worden. Die Kontrolle von B Zellen, speziell im Kontext von
Autoimmunerkrankungen ist hingegen groftenteils unbekannt. Daher existieren nur

wenige Informationen iiber die Interaktionen von Tregs mit B Zellen. Dass Tregs die
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186, 187 -
’ 1st

B Zellantwort indirekt iber Begrenzung der T Helferzellen beeinflussen konnen,
unbestritten, schlieft aber eine potenzielle direkte Interaktion nicht aus. Die Interaktion der
Zellen erfordert das Aufeinandertreffen dieser in sekunddren lymphatischen Organen.
Bereits 2005 konnte von Lim und Kollegen demonstriert werden, dass ein stabiler Kontakt
zwischen Tregs und B Zellen an der T Zell- B Zellgrenze sowie in den Keimzentren
ausgebildet werden kann.'™ Dariiberhinaus konnte kiirzlich bewiesen werden, dass der
Eintritt der Tregs in die Keimzentren und damit die Suppression der B Zellantwort von
CXCRS5 abhingig ist.””'® Diese Studien stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen von
Bystry et al., die die Rekrutierung von Tregs iiber B Zell produziertes CCL4 nahe legen.”
Diese Diskrepanz ist wahrscheinlich auf Unterschiede zwischen dem in vivo und dem in
vitro System zurilickzufiihren. Die Interaktion zwischen den Zellen ist bidirektional. Naive
B Zellen sind in der Lage regulatorische T Zellen in Anwesenheit einer immunologischen

. 1 191
Synapse zu generieren.'””

Allerdings wird auch eine potenzielle Suppression von
B Zellen durch die Beobachtungen begriindet, dass in B Zell vermittelten
Autoimmunerkrankungen die Anzahl und/oder die Funktionalitit der Tregs eingeschriankt
ist, bzw. das die Depletion von Tregs diese Krankheiten verschlimmert.””> '
Antikorperablagerungen sind eine grof3e Gefahr bei der Zerstorung von Organen, daher hat
die Unterdriickung ihrer Produktion hochste Prioritdt. Michelle Fields konnte in vivo
darstellen, dass CD25  Tregs die Maturierung, aber nicht die Initiation der

% Tregs unterdriicken den IgG Klassenwechsel'™™ und

Antikorperantwort inhibieren.'
induzieren IL-10 abhingig die IgG4 Sekretion in humanen B Zellen.””* Um den
Mechanismus einer direkten Suppression aufzuschliisseln, wurden verschiedenste in vitro
Systeme etabliert. Die Kokultur LPS aktivierter B Zellen mit Tregs einer T Zelllinie
resultierte in der Lyse der B Zellen in einem Fas-Fas Ligand abhingigen Prozess.'”
Gegensitzliche Ergebnisse erzielten Kokulturen mit priméren Tregs, hier ist die Lyse von
B Zellen durch aktivierte Tregs Granzym B und Perforin abhingig."”® '*” Im humanen
System scheinen GITR, IL-10 und TGF-B eine wichtige Rolle zu spielen.'” Erste
Erkenntnisse, dass eine direkte Interaktion in vitro auch unter Bedingungen einer
systemisch, chronischen Immunantwort existiert, lieferten likuni und Kollegen durch

7

Kokulturen mit Tregs von Lupus Patienten.'”’ Ludwig-Portugall et al. konnte

weiterfithrend in einem Gewebeantigen spezifischen Maussystem (ROHhigh) beweisen, dass

high

eine Treg B Zellinteraktion auch an der peripheren Toleranz involviert ist. ROH™" Méiuse

tragen das Fusionsprotein von OVA und HEL in den B-Inselzellen des Pankreas. Nach
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Immunisierung mit OVA oder HEL produzieren die transgenen Méiuse weniger

Autoantikérper als Wildtypmause.'””.

Die Depletion von CD25" Zellen vor der
Immunisierung fiihrt zur Steigerung der Autoantikdrperproduktion vergleichbar mit den
Titern in den Wildtypmé&usen. Die Suppression erfolgt im pankreatischen (drainierenden)
Lymphknoten und in der Milz und umfasst sowohl die Prdvention der Expansion der
autoreaktiven B Zellen, eine Reduzierung der Antikorpergeneration pro B Zelle, als auch
einen Isotypenwechsel. Weiterhin wird in der Milz und dem pankreatischen Lymphknoten
Toleranz gegeniiber autoantigenspezifischen, transferierten B Zellen induziert.””. Diese

Toleranz wird durch Proliferationsinhibition sowie Apoptoseinduktion der B Zellen

gewahrleistet.

1.5,,Programmed Death 1¢

PD-1 (Programmed death 1) wurde zunéchst in einer T Zellhybridomlinie als ein Gen
identifiziert, das auf sterbenden Zellen hochreguliert wird.**! PD-1 ist ein Mitglied der
Ig Superfamilie, verwandt mit CTLA-4 und CD28.*°' Es vermittelt seine Funktion als
Monomer.”"*?*® PD-1 wird wihrend der T Zellentwicklung im Thymus primér auf doppelt
negativen Zellen exprimiert”” und peripher nach Aktivierung auf CD4+ und CD8+
T Zellen, B Zellen sowie Monozyten induziert’”. Voraussetzung fiir die Transduktion
inhibitorischer Signale, die in die Balance zwischen T Zellaktivierung, -toleranz und
Immunpathologie involviert sind*”, ist die Kreuzvernetzung von PD-1 mit dem BCR bzw.
TCR. Diese resultiert in der Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domidne mit
anschliefender Rekrutierung sowie Aktivierung von SHP-2 und subsequenter Inhibition
der Signaltransduktionsmolekiile PI3K, PLCy2 und ERK. Die Konsequenz der PD-1
Signalgebung ist eine verringerte Ca®" Mobilisierung, die zu einer Wachstumshemmung
fiihrt.*"” Die Ligation von PD-1 reduziert ebenfalls das TCR Signal, kann aber durch
zusitzliche CD28 Kostimulation wieder aufgehoben werden.”** Der PD-1 Rezeptor besitzt
zwei Liganden: PDL-1 (B7-H1) und PDL-2 (B7-DC).****'° PDL-1 wird konstitutiv auf
Tund B Zellen, DCs, Makrophagen, mesenchymalen Stammzellen und Mastzellen, die

sich aus dem Knochenmark entwickelt haben, exprimiert.”"

Die PDL-2 Expression ist
stringenter als die PDL-1 Expression. PDL-2 wird nur auf DCs, Makrophagen und Bl
sowie B Gedichtniszellen induziert.”'? Die Expression der Liganden wird durch das
inflammatorische Mikromilieu reguliert. Zytokine wie Typ 1 und 2 Interferone, sind

potente Stimuli fiir die PDL-1 und PDL-2 Expression.”'> B7-1, ein zusitzlicher
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Einleitung

Bindungspartner fiir PDL-1, (Abbildung 1.5-1) bindet mit einer intermedidren Affinitét
von 1,7 PM an PDL-1 und inhibiert T Zellantworten.”"> Tregs exprimieren sowohl PD-1
als auch PDL-1214, wobei letzteres die Entwicklung, Homdostase und Funktion induzierter
Tregs reguliert’”’. PD-1 defiziente Miuse entwickeln eine vergroBerte Milz. Ursache ist
die gesteigerte Anzahl von myeloiden Zellen und B Zellen, die ebenfalls in einer erhdhten
Produktion an IgG3, IgG2b und IgA einhergeht*'® *'” Nach unspezifischer in vitro
Stimulation proliferieren PD-1 defiziente B Zellen intensiver als wildtyp B Zellen. Vor
kurzem konnte von Kawamoto und Kollegen demonstriert werden, dass PD-1 auch eine
kritische Rolle bei der Regulation der Antikorpervielfalt zur Aufrechterhaltung der
Darmmukosa spielt.”'® Diese Befunde weisen stark auf einen negativen Effekt von PD-1
auf die B Zellrezeptor vermittelte Aktivierung von B Zellen hin. Dem entgegen stehen die
Befunde von Good-Jacobson und Kollegen, die beweisen, dass PD-1 auf follikuldren
T Helferzellen die Antikorperentstehung gegen fremde Antigene durch Beglinstigung des
Uberlebens von B Zellen verbessern.”'” Daher sind die Rollen von PD-1 und PDL-1 auf

B Zellen unklar und benotigen weitere Experimente zur Kliarung.

B7-2 (CD86) — >< —— YYYY—CD28
B7-1 (CD80) — s —YY—CTLA-4 (CD152) = Inhibition
Inhibition ? < PD-1 —YY —— —— —— PD-L1/2 —> Inhibition
Antigen- ’
presenting
PD-L1 (B7-H1) — X YY—PD-1—> Inhibition
PD-L2 (B7-DC) — —— B7-1—> Inhibition

Abbildung 7: 1.5-1 PD-1 und seine Liganden

modifiziert nach Keir et al. (2008, Annual Review Immunology)
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Ziel der Arbeit

2. Ziel der Arbeit

Autoantikdrper verursachen diverse Autoimmunerkrankungen, wie z.B. SLE oder
bestimmte Formen einer Glomerulonephritis. Die Depletion von B Zellen verbessert in
einigen Systemen die Auswirkungen der Erkrankung. Allerdings wirkt sie nicht bei allen
und ist mit einer starken Immunsuppression assoziiert. Daher werden bessere Therapien
bendtigt, um autoreaktive B Zellen zu kontrollieren. Der Schliissel hierzu ist die
Identifikation neuer antigenspezifischer, peripherer Kontrollmechanismen. Dr. Isis
Ludwig-Portugall konnte bereits fiir ein pankreasspezifisches Gewebeantigen zeigen, dass
transgene Tregs die B Zellantwort gegen dieses Antigene antigenspezifisch
supprimieren.'®” 2 Ziel dieser Arbeit war es nun zu iiberpriifen, ob dieser periphere
Toleranzmechanismus auch fiir nierenspezifische Gewebeantigene existiert und die zu
Grunde liegenden molekularen Mechanismen zu klidren. Eine Treg vermittelte Suppression
kann durch zahlreiche Mechanismen erzeugt werden. Die seltenen in vitro Studien zur
Suppression von B Zellen durch Tregs zeichnen ein artifizielles Bild. Es existieren grof3e
Unterschiede zwischen Tregs primdren Ursprungs, die per Zytolyse die Apoptose

196, 197

induzieren oder aus einer T Zelllinie, die die B Zellen Rezeptor vermittelt iiber Fas

abtoten'®?

. Noch kontroverser wird das Bild unter Einbeziehung von Daten zu humanen
Tregs, welche die B Zellapoptose tiber GITR und inhibitorische Zytokine initiieren'**. Ob
iiberhaupt einer dieser Mechanismen in der in vivo Situation relevant ist, muss noch geklart
werden. Im Unterschied zum in vitro System kann die Suppression in vivo indirekt iiber die
Inhibition der T Zellhilfe'®® ' oder direkt erfolgen. Die Existenz oder die Beteiligung
einer direkten B Zellsuppression in vivo konnte bis jetzt noch nicht demonstriert werden

und wirft somit viele Fragen auf, welche in dieser Arbeit beantwortet werden sollten.
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Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Equipment

Equipment

Autoklav

Becherglaser
Durchflusszytometer
Eismaschine

ELISA Reader
ELISPOT Reader
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)
Gefriertransportbehélter
Heizblock

Inkubator

Kiihlschrank (4°C)
MACS Zellseperator
Gladbach)
Magnetriihrer
Messzylinder
Metallsiebe

Mikroskop

pH-Meter

Pipetierhilfe

Pipetten
Praparationsbesteck

Sterilwerkbank

Name und Firma

Belimed, Kdéln

5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ml (Schott, Mainz)
FACS Cantoll (BD Bioscience, Heidelberg)
MF 26 (Scotsman, Sprockhoevel)

sunrise (Tecan, Méannedorf)

UV/Immuno spot (CTL, Bonn)

Siemens, Miinchen

Thermo Scientific®, Bonn

Nalge Nunc Cryo (Nunc, Langenselbold)
Thermomixer comfort (Eppendorf, Wesseling)
Sanyo, Miinchen

Siemens, Miinchen

Mini und MidiMACS™ (Miltenyi, Bergisch

IKA® Laboratory Equipment, Staufen

50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 11 (Schott, Mainz)
Universitidt Bonn, Abteilung Feinmechanik

IX71 (Olympus, Hamburg)

Five easy (Mettler Toledo, Giellen)

Pipetus (Hirschmann Labortechnik, Eberstadt)
Eppendorf, Hamburg

Labotec, Gottingen

MSC Advantage (Thermo Scientififc, Bonn)

19



Material und Methoden

Wasserbad
Zellzahlkammer

Zentrifugen

3.1.2 Software

Software

Cell F

Corel Draw

FACS Diva V6.1.1
Flowjo V9.4.10
[lustrator CS5

Image J

Immunospot V5.0
Magellan™ V6.6
Microsoft Office 2011

Prism5 fiir Macintosh

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Durchflusszytometerrohrchen

Einbettformen

ELISA Platten

Injektionsnadel

Kryoverschlussrohrchen

Mikrotiterplatten

Parafilm

20

Memmert, Schwabach
Neubauer (Brand, Wertheim)
centrifuge 5810R und 5430R (Eppendorf, Wesseling)

Firma

Olympus, Hamburg

Corel Corporation

BD Biosciences Heidelberg
Tree star, Inc., USA
Adobe, USA

NIH Bethesda, USA

C.T.L, Bonn

Tecan, Mannedorf
Microsoft, USA

GraphPad Software, USA

Name und Firma

Polystyren, 12/75 mm (Sarstedt, Niimbrecht
VWR International, Darmstadt

Microlon, 96 Loch, Flachbodenplatte
(Greiner Bio-one, Solingen)

27G, 25G, 20G (BD Microlance, Heidelberg)
VWR International, Darmstadt

96, 384 Loch, Rund- und Flachbodenplatten
(Greiner Bio-one, Solingen)

Parafilm ,,M“® (American National Can TM,
Greenwich, USA)



Pasteurpipette

Petrischalen

PD-10 Sdulen

Pipettenspitzen

Plastikpipetten

Reaktionsgefialie (polypropylene)
Schnappdeckelgefalle

Spritzen

Sterilfilter
Transwell-Kultursystem

Zellkulturplatten

3.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Reagenz

2-Methylbutan
Ammoniumchlorid (NH4Cl)
Annexin V

Annexin V Puffer
Anti-CD40

anti-PD-1

anti-PDL-2
B-Mercaptoethanol

Caspase 3 Kit

CD3/CD28 Beads

Ethanol, absolut
Ethylendiamintetraessigsidure
Fetales Kélberserum (FCS)
Fliissigstickstoff

Foxp3 Intrazellularfarbekit

Material und Methoden

150 mm und 230 mm (Roth, Karlsruhe)

10 cm (Greiner Bio-one, Solingen)

Amersham, Uppsala

10 pl, 200 pl, 1000 ul (Greiner Bio-one, Solingen)
5 ml, 10 ml, 25 ml (Sarstedt, Niimbrecht)

steril, 15 ml, 50 ml (Greiner Bio-one, Solingen)
0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, Hamburg)
1,2,5,10,20 ml (BD Bioscience, Heidelberg)

0,2 wm (Schleicher und Schuell)

0,4 um, Polycarbonat (Corning, Kaiserslautern)

6, 12, 24, 48, 96-Loch (Sarstedt, Niimbrecht)

Firma

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Bioledgend, Fell
eBioscience, Frankfurt
eBioscience, Frankfurt
Prof. Yagita, Tokyo (Japan)
Prof. Yagita, Tokyo (Japan)
Sigma Aldrich, Miinchen
Immunochemistry (Biomol), Hamburg
Invitrogen, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PAA, Colbe

Linde, Wiesbaden

eBioscience, Frankfurt
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Hoechst 33342

HiihnereiweiBlysozym

IFN-gamma ELISA

IFN-gamma, rekombinant (Maus)
IgM-Fc Fragment

lonomycin

L-Glutamin (200 mM)

Milchpulver

Natriumazid

NH4Cl

Natriumhydrogencarbonat (Na,HCOs)
Natriumhydroxid (NaOH)
NaH,PO4x2H,0
o-Phenylendiamindihydrochlorid (OPD)
Ovalbumin (OVA), Reinheit 5
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Phorbol-12-mystrat-13-acetat (PMA)
Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)
Rinderserumalbumin (BSA)

RPMI 1640 Medium

Schwefelsdaure (H,SO4)
Trinatriumcitratx2H,0O

Triton-X

Trypanblau (0,4%)

Tween20

Wasserstoffperoxid (H,O,)

X-VIVO Medium
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Molecular Probes, Leiden, Niederlande
Sigma Aldrich, Miinchen
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Bioledgend, San Diego, USA
Dianova, Hamburg

Sigma Aldrich, Miinchen
PAA, Colbe

Nestle, Osthofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Fluca, Buchs

PAA, Colbe

Sigma Aldrich, Miinchen
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Miinchen
Lonza, Kéln

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Lonza, Ratingen
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3.1.5 Puffer, Medien und Losungen

5 mM B-Mercaptoethanol
178 pl des 14,3 M B-Mercaptoethanol wurden auf 500 ml mit PBS aufgefiillt und bei 4°C

unter sterilen Bedingungen gelagert.

20% Natriumazid Stammlosung
10 g Natriumazid wurden in 50 ml Aqua dest. geldst. Die Losung wurde im Dunkeln bei

4°C gelagert.

20% Paraformaldehyd (PFA)
40 g PFA wurden in 200 ml 1xPBS bei 60°C im Wasserbad gelost und auf pH 7,4
eingestellt. Aliquots wurden bei -20°C gelagert. Diese Stocklosung wurde auf 4% PFA mit

1xPBS als Gebrauchslosung verdiinnt.

20% Milchpulver
10 g Milchpulver wurden in 50 ml Aqua dest. gelost und bei 4°C autbewahrt.

AEC Substratlosung
Eine Tablette AEC Substrat wurde in 2,5 ml DMF gelost. AnschlieBend wurden 525 pl
dieser Losung mit 10 ml Na-Acetat Puffer gemischt, fiir min. 10 min geriihrt und vor

Gebrauch filtriert.

Blockpuffer (PBS + 1% BSA)
5 g BSA wurden in 500 ml 1xPBS gelost und bei 4°C gelagert.

B- und T-Zellkulturmedium

X-VIVO Medium wurde mit 10% (V/V) FCS, 1% (V/V) Penicillin/Streptomycin und 1%
(V/V) B-Mercaptoethanol versetzt und bei 4°C unter sterilen Bedingungen gelagert.

23



Material und Methoden

EDTA Stammlosung 0,5 M

Fiir die Herstellung von 1 1 EDTA wurden 186,1 g Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
in 800 ml Aqua dest. geldst und der pH auf 8,0 justiert. AnschlieBend wurde die Losung
auf 1 1 mit Aqua dest. aufgefiillt und autoklaviert. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C.

ELISA Beschichtungspuffer
50 mM NaHCO; (4,2 g) wurden in 500 ml Aqua dest. gelost, auf pH 8,2 eingestellt und bei
4°C gelagert.

Erythrozytenlysepuffer (RCRB)
In 2 1 Aqua dest. wurden 146 mM (15,58 g) NH4Cl, 2mM (0,074 g)
Ethylendiamintetraessigsdure(EDTA)-dinatrium Salz und 10 mM (2,0 g)NaHCO; gelost.

FACS Puffer
I1xPBS wurde mit 0,1% BSA (0,5 g) und 0,1% Natriumazid (NaN3; 2,5 ml aus 20%iger

Stammlosung) versetzt und bei 4°C aufbewahrt.

FCS
FCS wurde bei 56°C fiir 30 min Hitze inaktiviert und als 50 ml Aliquots bei -20°C
gelagert.

MACS Puffer
500 ml 1xPBS wurden mit 0,5% BSA (2,5 g) und 2 mM EDTA (2 ml0,5 M EDTA)

versetzt, steril filtriert und bei 4°C aufbewahrt.

Natriumacetatpuffer
4,1 g Natriumacetat (Stock 0,1 M) wurden in 500 ml Aqua dest. gelost. Die Lagerung

erfolgte bei Raumtemperatur.

OPD Substrat
Je 1 mg o-Phenylendiamin (OPD) wurde in 1 ml OPD Substratpuffer geldst. Direkt vor
dem Gebrauch wurde pro ml Losung 1 pl Wasserstoffperoxid (H202) hinzugefiigt.
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OPD Substratpuffer

In 500 ml Aqua dest. wurden 15,6 g (0,1 M) NaH,PO4x2H,0, sowie 14,7 g (50 mM)
Trinatriumcitratx2H,O gelost und mit HCI auf pH 5,0 eingestellt. Der Puffer wurde bei
4°C aufbewahrt.

Permeabilisierungspuffer

1xPBS wurde mit 0,025% (V/V) Triton-X100 versetzt.

»phosphate buffered saline* (PBS)
Fiir 1xPBS wurden 20 mM NaH,PO4 und 50 mM NaCl in Aqua dest. geldst und auf
pH 7.4 eingestellt. Der Puffer wurde autoklaviert und bei 4°C gelagert.

Stopplosung ELISA
Zur Herstellung von 1 M H2SO4 wurden auf 500 ml Aqua dest. 26,5 ml 98% H,>SO4
hinzugeben und bei 4°C aufbewahrt.

Waschpuffer
500 ml 1xPBS wurden mit 0,5 ml (0,1%) Tween 20 versetzt und bei Raumtemperatur

gelagert.

3.1.6 Antikorper

Zytokin-ELISA Antikorper
Alle Antikorper, die in den Zytokine ELISAs verwendet wurden, wurden als Kit von
eBioscience oder R&D Systems erstanden und in den vorgegebenen Konzentrationen

eingesetzt.

Antikorper zur MACS® Aufreinigung (MACS®-Beads)
Maus anti-CD19 Beads, das negativ B Zell- und das regulatorische T Zellisolationskit
wurden von Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, bezogen.

25



Material und Methoden

Antikorper fiir Durchflusszytometrische Analysen oder ELISA

Die folgenden Antikdrper wurden zur durchflusszytometrische Analysen von
Mausproteinen auf der Zelloberfliche oder zur intrazelluldre Proteinexpressionanalyse,
von den Firmen eBioscience, BD Biosciene oder Bioledgend, in der Konzentration von

0,2 mg/ml verwendet, wenn nicht anders ausgewiesen. Zum Ausschluss toter Zellen wurde

der Farbstoff Hoechst33342 nach Herstellerangaben verwendet.

Antigen Klon Konjugat Verwendung Verdiinnung
CDh4 GK1.5 APC, PECy7, FACS 1:400
Pacific Blue FACS 1:400
CD19 MCA1439  Al404 FACS 1:400
CD25 PCo61.5 PE, APC, Bio FACS 1:200
CD40 3/23 PE FACS 1:200
CDh44 IM7 PE, Pacific Blue FACS 1:200
CD45R (B220) RA3-6B2 PE, PEcy7 FACS 1:800
CD62L MEL-14 PECy7, Bio FACS 1:200
CD69 HI1.2F3 PercpCy5.5, Bio FACS 1:200
CD80 16-10A1 Bio, FITC FACS 1:200
CD86 GL1 Bio, APC, FITC FACS 1:200
CD95 15A7 PE FACS 1:200
CD95L MFL3 PE FACS 1:200
CD152 (CTLA-4) UC10-4B9 PE FACS 1:200
CD223 (Lag3) C9B7TW PE FACS 1:200
CD273 (PDL-2) TY25 PE FACS 1:400
CD274 (PDL-1) MIHS5 PE FACS 1:400
CD279 (PD-1) J43 PE FACS 1:400
CD357 (GITR) DTA-1 FITC FACS 1:200
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Foxp3
HEL
Helios
I-A° (MHC-II)
IgM
IgM
I[gMa
IgMa
IgG
IgG
IgG1
IgG2a
IgG2b
I1gG3
Ki67

DOI11.10 TCR

OVA
POX

Streptavidin

FJK-16s

22F6

AF6-120.1

R6-60.2

B-9265

DS-1

DS-1

11-40

11-40

185-1

R19-15

R12-3

R40-82

KJ1-26

FITC, PE

Al647, Al488
Al647 (12pug/ml)
FITC (0,5 mg/ml)

PercpCy5.5

FACS

FACS

FACS

FACS

FACS

Bio (Sigma, 1mg/ml) ELISA

Bio (0,5 mg/ml)
Bio (0,5 mg/ml)
FITC (0,5 mg/ml)
Bio (1 mg/ml)
Bio (0,5 mg/ml)
Bio (0,5 mg/ml)
Bio (0,5 mg/ml)
Bio (0,5 mg/ml)
Al647

Bio, PE,
PercpeFluor®710
Al647, Al488

Streptavidin

Pacific Blue (1 mg/ml) FACS

FACS

ELISA

FACS

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

FACS

FACS

FACS

FACS

ELISA

PercpCy5.5 (1 mg/ml) FACS

PECy7 (1 mg/ml)

FACS

Material und Methoden

1:200

1:400

1:200

1:200

1:400

1:5000

1:200

1:500

1:400

1:5000

1:250

1:250

1:250

1:250

1:200

1:200

1:200

1:400

1:5000

1:400

1:400

1:800
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3.1.7 Mauslinien

Die C57BL/6 (H2K") und BALB/c (H2") Wildtyplinien wurden bei Janvier erstanden. Die
Miuse wurden unter speziellen pathogenfreien Konditionen in Ubereinstimmung mit den
Tierrichtlinien des Hauses fiir experimentelle Tierversuche (HET) verpaart und gepflegt.
8-12 Wochen alte Mause wurden fiir die Versuche eingesetzt. Die folgenden transgen oder

knockout Linien wurden auf den C57BL/6 Hintergrund zuriickgekreuzt.

Mauslinie Beschreibung

IgHEL Die B Zellen dieser Mauslinie besitzen einen HEL spezifischen
B Zellrezeptor (IgMa) und konnen keinen Isotypenwechsel
vollziehen. Die Linie wurde von C. Goodnow, Australien, zur
Verfligung gestellt.

DEREG Diese Mauslinie exprimiert unter dem Foxp3-Promotor ein
Fusionskonstrukt aus eGFP und dem Diphteriatoxinrezeptor. Die
regulatorischen T Zellen konnen mit Diphteriatoxin depletiert
werden. Die Linie wurde von T.Sparwasser zur Verfiigung gestellt.

DOI11.10 Die CD4 T Zellen dieser Mauslinie exprimieren einen OVA
spezifischen T Zellrezeptor (OV A323-339) und befinden sich auf dem
H2¢ Hintergrund (BALB/c).

NOHB Diese Mauslinie exprimiert ein membrangebundenes Fusionsprotein

aus OVA und HEL unter dem Nephrin-Promotor.

PD-1 ko Diese Mauslinie ist defizient fiir den ,,Programmed Death* Rezeptor
PD-1.
PDL-1 ko Diese Mauslinie ist defizient fiir den ,,Programmed Death* Rezeptor

Liganden PDL-1.

28



Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Mausexperimente

3.2.1.1 Injektion

Zur Injektion in die Miuse werden Zellen und Reagenzien in PBS aufgenommen. Zellen,
die transferiert werden sollten, wurden in einem Volumen von 200 ul resuspendiert und
intravends injiziert. Reagenzien, wie blockierende Antikorper, wurden entsprechend ihrer

Depletionseffizienz in maximal 300 pl aufgenommen und intraperitoneal verabreicht.

Zur Etablierung einer robusten Immunantwort wurden die Méduse mit Ovalbumin (OVA,
10 pg pro Maus), Hiithnereiweillysozym (HEL, 10 pg pro Maus) oder 3-Galaktosidase

(B-Gal, 1 pg pro Maus) in einem Mischungsverhiltnis von 1:1 mit Aluminiumhydroxid als
Adjuvant immunisiert. Die Immunisierung erfolgte wochentlich in einem Zeitraum von

drei Wochen.

3.2.1.2 Blutentnahme und —préparation

Um Antikérpermengen im Serum bestimmen zu konnen, wurden die Méuse entweder an
der Schwanzvene geblutet oder das Herz punktiert. Zum Bluten aus der Schwanzvene
mussten die Méuse unter einer Rotlichtlampe erwiarmt werden und anschliefend wurde die
Schwanzvene mit einem Skalpell punktiert. Zirka 300-500 pl Blut wurde in einem 1,5 ml
Reaktionsgefd3 gesammelt. Erfolgte die Blutgewinnung aus dem Herzen, wurde die Maus
mit CO, getotet, der Brustkorb gedffnet und das Herz punktiert.

Zur Agglutination der Blutzellen wurde das Blut mindestens 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss musste der Blutkuchen mit einer Pinzette entfernt und das Serum
durch Zentrifugation (6 min, 3000 g) abgetrennt werden. Die obere, durchsichtige Phase,

das Serum, wurde in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und bei -20°C gelagert.

3.2.2 Zellpriparation

3.2.2.1 Herstellung einer Einzelzellsuspension aus der Milz

Die Aufreinigung der Lymphozyten aus der Milz erfolgte unter einer sterilen Werkbank.

Mit Hilfe einer Spritze wurde die Milz durch ein Metallsieb gerieben, bis nur noch die
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Kapsel sichtbar war. Die hergestellte Zellsuspension wurde danach in 15 ml RPMI mit 2%
FCS aufgenommen, iiber einen 100 um Nylonfilter filtriert und abzentrifugiert

(5 min bei 300 g und 4°C). Der Uberstand wurde verworfen. Zur Erythrozytenlyse wurde
das Pellet mit 1 ml RCRB pro Milz fiir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurde die Reaktion mit 5 ml RMPI Medium mit 2% FCS gestoppt und
abzentrifugiert. Die Zellen wurden darauthin in Zellkulturmedium aufgenommen, oder

wenn eine weitere Separation erfolgen sollte, in MACS Puffer gewaschen.

3.2.2.2 Herstellung einer Einzelzellsuspension aus Lymphknoten
Zur Herstellung der Einzelzellsuspension wurden die Lymphknoten zwischen zwei

Objekttragern steril zerrieben, filtriert (100 pm) und in Zellkulturmedium aufgenommen.

3.2.2.3 Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zellzahl ist die Zellsuspension 1:20 (10 pl in 190 pl) mit einer
Trypanblau-Losung verdiinnt und 10 pl auf die Neubauer-Zihlkammer aufgetragen
worden. Die Anzahl der ungeférbten, lebenden Zellen wurde in vier GroBBquadraten gezahlt
und die Gesamtzellzahl der Suspension folgendermaf3en kalkuliert:

lebene Zellen/4*Verdiinnungsfaktor* Volumen Zellsuspension (in ml)*Kammerfaktor (10%)

3.2.3 Isolation von priméiren Mauszellen

3.2.3.1 Magnet-basierte Isolation von B Lymphozyten

Die nach der Zellpriparation (3.2.2) erhaltene Suspension wurde mit MACS Puffer
gewaschen und mit 20 pl pro Milz des Antikorpercocktails, des negative
B-Zellisolationskits von Miltenyi, fiir 10 min bei 4°C inkubiert. Anschlieend wurden 30
pl anti-Biotin Beads pro Milz hinzugefiigt und erneut 15 min bei 4°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Suspension mit 5 ml MACS Puffer gewaschen und abzentrifugiert

(5 min, 300 g bei 4°C). Das Pellet wurde in 3 ml MACS Puffer aufgenommen und iiber ein
50 um Nylonsieb auf die MACS Séule (LS) filtriert. Die Saule ist zweimal mit 2 ml
MACS Puffer gewaschen worden und der Durchfluss enthielt die B-Lymphozyten. Die
Reinheit der Zellen wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie (3.2.7.1) bestimmt.
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3.2.3.2 Magnet-basierte Isolation von regulatorischen T Zellen

Die durch die Zellpriaparation erhaltene Suspension wurde in MACS Puffer aufgenommen
und abzentrifugiert (5 min, 300 g bei 4°C). Zuerst wurden die CD4 positiven Zellen mit
Hilfe des ,,untouched* Isolationskits aufgereinigt. Hierzu mussten die Zellen zunédchst mit
20 pl des Antikorpercocktails pro Milz fiir 10 min bei 4°C inkubiert werden. Als néchstes
mit 30 ul der anti-Biotin Beads unter den gleichen Bedingungen. Die Suspension wurden
mit MACS Puffer gewaschen und abzentrifugiert (5 min, 300 g bei °C), um ungebundene
Beads zu entfernen. Die Zellen wurden in 3 ml MACS Puffer resuspendiert, filtriert und
iiber die MACS Séule (LS) aufgereinigt. Dazu wurde die Sdule mit 2x2 ml MACS Puffer
gewaschen und der Durchfluss, der nun die CD4+ Zellen beinhaltet, abzentrifugiert (5 min,
300 g bei 4°C). Zur Isolation der CD25+ Zellen wurde die CD4+ Zellsuspension mit 20 pl
CD25-PE fiir 10 min bei 4°C und im Anschluss mit 30 pl anti-PE Beads (15 min bei 4°C)
inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren (5 min, 300 g bei 4°C) wurde das Pellet in 2 ml
aufgenommen, filtriert und auf die MACS Siule aufgetragen. Die Séule ist 3 mal mit
MACS Puffer gewaschen worden, bevor die an der Sdule magnetisch gebundenen CD25+
Zellen mit 2 ml MACS Puffer eluiert wurden. Dementsprechend war eine Trennung von

CD4+CD25+ und CD4+ und CD25- moglich.

3.2.3.3 Durchflusszytometer-basierte Isolation von OV A spezifischen B Zellen
Die OVA spezifischen B Zellen der Milzzellsuspension wurden mit anti-B220 und
OV A-Alexa647 markiert und durchflusszytometrisch aufgereinigt.

3.2.3.4 Durchflusszytometer-basierte Isolation von regulatorischen T Zellen

Die CD19 positiven Zellen der Einzelzellsuspension der Milz (3.2.2.1) ist mit Hilfe von
anti-CD19 magnetischen Mikrobeads entfernt worden, bevor die Suspension mit
fluoreszensmarkierten AK anti-CD4 und anti-CD25 gefarbt wurde. Die regulatorischen
T Zellen konnten dann durchflusszytometrisch auf Grund ihrer CD4, CD25 und Foxp3-

GFP Expression isoliert werden.

3.2.3.5 Treg in vivo Induktion

Um die Induktion von regulatorischen T Zellen zu analysieren, wurden diese in
DO11.10xDEREG Maiuse zundchst am Tag -2 und -1 mittels Diphteriatoxin (40 ng/g
Maus) depletiert. Die CD4 positiven T Zellen wurden am Tag 0 durch negative MACS-
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Aufreinigung isoliert und in WTxBalb/C oder NOHxBalb/C Méuse transferiert. Nach drei
Tagen erfolgte die Untersuchung Foxp3/GFP Induktion durchflusszytometrisch.

3.2.4 in vitro Zellkultur

3.2.4.1 Beladung von B-Lymphozyten

Die MACS aufgereinigten HEL spezifischen B Lymphozyten (3.2.3.1; [gHEL) wurden mit
20 pg/ml HEL Protein oder alternativ 200 nM HEL Peptide beladen und 30 min auf Eis
inkubiert, abzentrifugiert (5 min, 300 g bei 4°C) und in 5 ml B Zellkulturmedium

aufgenommen und gezahlt.

3.2.4.2 Kokultur von B Zellen und T Zellen

Die jeweiligen beladenen IgHEL B Zellsuspensionen (komplette Einzelzellsuspension oder
negativ aufgereinigte reine B Zellen; 3.2.3.1 und 3.2.4.1) sind mit aufgereinigten
Wildtypzellen (WT) oder transgenen NOH T Helferzellen oder regulatorische T Zellen
(3.2.3.2) kokultiviert worden. Es wurden pro ,,Well“ (96-Lochrundbodenplatte) 0,2x10°
B Zellen zusammen mit 0,3x10° T Zellen ausplattiert. Die Ansitze (Triplikate) wurden mit
100 pl Zellkulturmedium inklusive stimulierenden anti-CD40 AK (Endkonzentration 0,5
pg/ml) auf ein Endvolumen von 200 pl aufgefiillt. Die verschiedenen blockierenden
Antikdrper wurden in entsprechender Verdinnung direkt zum Kokulturmedium
hinzugeben. Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 90% und einem CO, Gehalt von 5%.

Zur Analyse der Apoptoseinduktion wurden die Zellen nach 18 Stunden geerntet und
durchflusszytrometrisch geférbt.

Die Antikdrperproduktion im Uberstand wurde nach 6 Tagen der Kokultur gemessen.
Wihrend der Dauer der Kokultur ist jeden zweiten Tag die Hilfte des Mediums

ausgewechselt worden.

3.2.4.3 in vitro Transwellkultursystem

Die unteren ,,wells* der Platte wurden mit aufgereinigten IgHEL B Zellen (0,2x10° Zellen
in 50 pl) befiillt. Die B Zellen wurden mit 100 pl des Kulturmediums aktiviert, das
zusitzlich noch 0,5 pg/ml des stimulierenden anti-CD40 Antikorpers enthielt. In die obere
Kammer der Transwelleinlage wurden 0,3x10° Tregs oder T Helferzellen in einem

Volumen von 50 pl hinzugefiigt, bzw. fiir die IgHEL Kontrolle nur 50 pl
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B Zellkulturmedium. Die Transwelleinlage besitzt eine Porengréf3e von 0,4 um, sodass nur
Botenstoffe, keine Zellen in die untere Kammer diffundieren konnen. Jeden zweiten Tag
wurde die Hélfte des Mediums aus der unteren Platte ausgetauscht, bis an Tag 6 das

komplette Medium zur ELISA Analyse abgenommen werden konnte.

3.2.4.4 ex vivo Restimulation
Einzelzellsuspensionen der Milz (3.2.2.1) wurden mit 50 pg/ml OVA Protein iiber Nacht
bei 37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90% und einem CO, Gehalt von 5%

restimuliert.

3.2.5 ,,enzyme-linked immunosorbent assay* (ELISA)

3.2.5.1 IFN-gamma ELISA

Die Zytokinproduktion von Milzzellen wurde in Zellkulturiiberstinden mit Hilfe eines
IFN-gamma spezifischen ,,Sandwich®“ ELISAs ermittelt. Hierzu wurde eine 96 Loch
ELISA  Mikrotiterplatte mit dem  unkonjugierten, IFN-gamma spezifischen
Primédrantikérper (50 pl/Plattenvertiefung, 1:180 in Beschichtungspuffer) iiber Nacht bei
4°C beladen. Die Platte ist zweimal mit Waschpuffer gespiilt worden, bevor unspezifische
Bindungen mit 150 pl Blockpuffer pro ,,well* fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
abgepuffert wurden. AnschlieBend wurden die Proben und die Standardreihe in einem
Volumen von 50 pl als Triplikate bzw. Duplikate aufgetragen. Die Standardreihe wurde
jeweils 1:2 verdiinnt, beginnend mit einer Konzentration von 8 ng/ml. Nach Inkubation
iiber Nacht bei 4°C wurde die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen und mit 50 pl
pro Vertiefung des biotinylierten Ziegen anti-Maus IFN-gamma Antiképer (1:180 in
Blockpuffer) fiir weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Im stetigen Vorgang
wurde die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen und fiir eine Stunde mit 50 pl pro
Vertiefung mit der Strepavidin-gekoppelten Meerrettichperoxidase (1:5000 in Blockpuffer)
beladen. Nach dreimaligen Waschen wurde die Farbreaktion mit 100 pl pro ,,well* des
OPD Substarates (1 mg/ml) angesetzt mit OPD Puffer und H,O, (1 pl/ml) gestartet. Bei
Erreichen der Sittigung der Farbreaktion in den hochsten Konzentrationen der

Standardreihe ist der Farbumschlag mit 1M H,SO4 Losung gestoppt und abschlieBend die
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Absorption mit Hilfe eines ELISA Readers bei einer Wellenldnge von 490 nm detektiert

worden.

3.2.5.2 Antigen-ELISA

Zur Detektion von Antigen spezifischen Antikorpern wurde die ELISA Mikrotiterplatte
mit 100 pl pro Vertiefung OVA (25 pg/ml), HEL (25 pg/ml) oder B-Gal (5 pg/ml) Protein
in Beschichtungspuffer beladen und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Unspezifische
Bindungen sind mit 150 pl Blockpuffer fiir eine Stunde bei Raumtemperatur abgeschirmt
worden. Die Mausseren wurden, abhédngig von der Anzahl vorheriger Immunisierung, in
Blockpuffer verdiinnt und in einem Volumen von 100 ul pro Vertiefung aufgetragen. In
der Platte ist eine Verdiinnungsreihe mit einem Verhéltnis von 1:2 erstellt und die Platte
bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden inkubiert worden. AnschlieBend wurde die Platte
dreimal mit Waschpuffer gewaschen und der jeweilige biotinylierte Detektionsantikorper
(IgMa-1:500; IgG-1:5000; IgM-1:5000; IgG1-3-1:250) fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur in einem Volumen von 100 ul pro ,,well* aufgetragen. Nach intensiven
dreimaligem Waschen wurde die Platte mit 100 pl pro Vertiefung der Strepavidin-
gekoppelten Meerrettichperoxidase (1:5000 in Blockpuffer) beladen und fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde dreimal mit Waschpuffer gewaschen,
bevor die Farbreaktion mit 100 ul pro Vertiefung, des mit OPD (1 mg/ml) und H,O,

(1 ul/ml) versetzen, OPD Puffers gestartet wurde. Sobald die Farbumschlag nach gelb
stattgefunden hat, wurde die Reaktion mit 1M H,SO4 Losung gestoppt. Die Messung der
Absorption erfolgte unverziiglich am ELISA Reader bei einer Wellenlédnge von 490 nm.

3.2.6 ELISPOT

Zur Detektion von Antikorper produzierenden Zellen wurde die ELISPOT Mikrotiterplatte
mit 50 pl pro Vertiefung OVA (20 pg/ml) oder HEL (20 pg/ml,) Protein in
Beschichtungspuffer beladen und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Unspezifische Bindungen
sind mit Hilfe von 20%igem Milchpulver (150 ul pro Vertiefung) fiir eine Stunde bei 37°C
blockiert worden. Danach wurde die Platte mit PBS einmal gewaschen. Die Milzzell- bzw.
Lymphknotensuspensionen wurden auf eine Ausgangszellzahl von 1x10’ Zellen pro ml
eingestellt. Auf der Platte wurde eine Verdiinnungsreihe mit Zellkulturmedium in
Duplikaten beginnend mit 2x10° Zellen erstellt. Die Suspension wurde fiir vier Stunden bei

37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90% und einem CO, Gehalt von 5% inkubiert.
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Anschlieend wurde die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen und der jeweilige
biotinylierte Detektionsantikorper (IgMa-1:500; 1gG-1:5000;) fiir eine Stunde bei 37°C in
einem Volumen von 50 pl pro ,well“ aufgetragen. Nach intensiven, dreimaligem
Waschen, wurde die Platte mit 50 pl pro Vertiefung der Strepavidin-gekoppelten
Meerrettichperoxidase (1:5000 in Blockpuffer) beladen und fiir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Die Platte wurde dreimal mit Waschpuffer gewaschen, bevor die Farbreaktion
mit H,O, (1 ul/ml) versetzter AEC Substratlosung (50 pl pro ,,well”), gestartet wurde.
Sobald rote Punkte zu erkennen waren, wurde die Platte ausgeschlagen und unter dem

Abzug getrocknet. Die Platte wurde nun am ELISPOT Reader eingelesen.

3.2.7 FACS

3.2.7.1 Oberflichenfirbung

Zur Analyse der Expression von Oberflichenmolekiilen wurde die Einzelzellsuspension
der Milzen oder Lymphknoten (3.2.2.1 bzw: 3.2.2.2) in 2 ml aufgenommen, 1/10 bzw. die
Hilfte der Losung wurde pro Farbung verwendet. Die Zellen wurden mit FACS Puffer
gewaschen und abzentrifugiert (5 min, 300 g bei 4°C). Die in Tabelle 3.1.6 aufgefiihrten
Antikorper wurden entsprechend den Angaben in FACS Puffer verdiinnt und fiir 20 min im
Kiihlschrank mit den Zellen inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch die Zugabe von 2 ml
FACS Puffer und Abzentrifugation (5 min, 300 g bei 4°C) gestoppt. Falls biotinolyierte
Antikorper zum Einsatz kamen, wurde die Prozedur mit Fluorophor-gekoppelter
Streptavidinperoxidase (0,625-1,25 mg/ml) wiederholt. AbschlieBend konnte das Pellet in

FACS Puffer aufgenommen und mit Hilfe des Durchflusszytometers analysiert werden.

3.2.7.2 Intrazelluliare Fiarbung

Die Analyse von regulatorischen T Zellen erfordert die Bestimmung der intrazelluldren
Foxp3 Expression, hierzu wurde das Fixierungs- und Permeabilisierungskit von
eBioscience verwendet. Nachdem die Oberflichenfarbung abgeschlossen war, wurden die
Zellen in einem ml der Fixierlosung resuspendiert und bei 4°C fiir eine Stunde inkubiert.
Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit dem Permeabilisierungspuffer gewaschen

und abzentrifugiert (5 min, 450 g bei 4°C). Der Foxp3 oder Helios Antikdrper wurde 1:200
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in Permeabilisierungspuffer verdiinnt und fiir 30 min auf die Zellen gegeben. Die Zellen
wurden zweimal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen, abzentrifugiert

(5 min, 450 g bei 4°C) und in 300 pl zur Analyse aufgenommen.

3.2.8 Real-time reverse-transcription PCR

Die RNA wurde mittels des RNeasy Micro Kits (Qiagen) isoliert und anschlieBend mit
Hilfe von randomerisierten Hexamerprimern in cDNA umgeschrieben. Das ABI Prism
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) wurde fiir die Durchfiihrung der
RT-PCR mit folgenden Einstellungen herangezogen: Es liefen 40 Zyklen pro PCR mit
jeweils 15 s bei 95°C zur Denaturierung und 1 min bei 60°C zum Primeranneling und zur
Elongation.””* Die RT-PCR wurde mit 1,5 ul ¢cDNA plus 2,5 pul (0,9 uM) spezifische
Primer und 12,5 pl der 2°-Platinum SYBR Green qPCR SuperMix Losung (Invitrogen)
durchgefiihrt. Folgende Primer =~ wurden  benutzt: GAPDH for (5-
GGGAAGCCCATCACCATCTT-3) und GAPDH rev (5-
GCCTCACCCCATTTGATGTT-3), CTLA-4 for (5-TGGAGTCCTTCATAGTTAGG-3)
und CTLA-4 rev (5-GCAAGATGGTGAGTGTGATGTT-3), Fas for (5-
TCTGGTGCTTGCTGGCTCAC-3) und Fas rev (5-CCATAGGCGATTTCTGGGAC-3),
IL-10R for  (5-AACCCCTCTGTGATCGGA-3) und  IL-10R  rev (5-
GCTGCCTTCAGACTCTTC-3), PD-1 for (5-AAGCTTATGTGGGTCCGGC-3) und PD-
1 rev (5-GGATCCTCAAAGAGGCC-3), TGFB2R for (5-AGCATCACGGCCATCTGTG-
3) und TGFB2R rev (5-TGGCAAACCGTCTCCAGAGT-3), FasL for (5-
CGGTGGTATTTTTCATGGTTCTGG-3) und FasL rev (5-
CTTGTGGTTTAGGGGCTGGTTGTT-3), Granzym B for (5-
GGGAAGATGAAGATCCTCCTGC-3) und Granzym B rev (5-
TGATCTCCCCTGCCTTTGTC-3), PDL-1 for (5-TGCTTCTCAATGTGACC-3) und
PDL-1 rev (5-GGAACAACAGGATGGAT-3), PDL-2 for (5-
TGACCCTCTGAGTTGGATGGA-3) und PDL-2 rev (5-GCCGGGATGAAAGCATGA-
3), Perforin for (5-CCCTAGGCCAGAGGCAAAC-3) wund Perforin rev (5-
AAAATTGGCTACCTTGGAGTGG-3)

Alle Proben wurden als Triplikate durchgefiihrt und die Ergebnisse auf die Expresssion

von GAPDH normalisiert.
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3.2.9 Statistik
Resultate wurden als Mittelwerte = Standardabweichung dargestellt; *P<0,05; **P<0,01;
*#%P<0,001. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte mit Hilfe des ANOVAs plus

anschlielenden Bonferroni Test, der Prism5 Software.
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4. Ergebnisse

4.1 Induktion Treg vermittelter peripherer B Zelltoleranz gegen
gewebespezifische Antigene

Das Feld der Autoimmunerkrankungen ist breit gefdchert und speziell die B Zell-
vermittelten Erkrankungen, wie z.B. Lupus Erythematosus und bestimmte Formen der
Glomerulonephritiden, spielen in der Bevdlkerung eine grofe Rolle. Regulatorische
T Zellen (Tregs) sind essentiell fiir die Aufrechterhaltung peripherer Toleranz, zum Schutz
vor Autoimmunerkrankungen und zur Begrenzung chronischer, inflammatorischer
Erkrankungen'” und riickten damit immer mehr in den wissenschaftlichen Fokus. Tregs
bieten hohes therapeutisches Potential, denn sie supprimieren autoreaktive CD4 und CD8
T Zellen.” **"-*** Uber die Interaktion von Tregs mit autoreaktiven B Zellen ist hingegen
wenig bekannt. Seo et al. konnten zeigen, dass Tregs die Autoantikorperproduktion gegen
Doppelstrang DNA unterdriicken koénnen.” Weiterfiihrend konnte von Ludwig-Portugall

high Miusen die

et al. nachgewiesen werden, dass die Depletion von Tregs in ROH
Autoantikorperproduktion gegen Pankreas-spezifische Autoantigene positiv beeinflusst.'*”
290 7iel dieser Studie ist es, den Einfluss von regulatorischen T Zellen auf autoreaktive
B Zellen in einem peripheren Toleranzmodell der Niere zu untersuchen und den
molekularen Mechanismus der putativen Suppression aufzuschliisseln. Dazu wurde das

NOH Mausmodell verwendet, welches sich durch die Expression des Fusionsproteins aus

OVA und HEL unter dem Nephrinpromotor auszeichnet.”*

4.1.1 Tregs supprimieren Antigen-spezifisch die Autoantikorperproduktion gegen
glomeruliire Autoantigene

Um den Einfluss regulatorischer T Zellen auf die periphere B Zelltoleranz zu untersuchen,
wurden regulatorische T Zellen durch PC61 (einem selektiven CD25 Antikérper) in NOH
und WT Maiusen depletiert und die Maiuse anschlieBend mit OVA/B-Gal in
Aluminiumhydroxid (Alum) wochentlich immunisiert (Abb. 4.1-1 a). NOH Maiuse zeigten
eine stark reduzierte OVA spezifische IgG Serumantikorperproduktion im Vergleich zu
WT Kontrollmdusen an Tag 21. Diese Suppression der Antikérpermengen in den NOH
Maiusen war abhingig von der Pridsenz regulatorischer T Zellen, denn Treg-depletierte

Maiuse erzielten OVA spezifische Antikorperlevel vergleichbar mit WT Maiusen. Im
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Gegensatz dazu hatte die Treg Depletion keinen weiteren Einfluss auf die
Antikorperproduktion in WT Maéusen (Abb. 4.1-1 b). Die Immunisierung mit einem
weiteren Modellantigen B-Gal fiihrte hingegen zu einer identischen humoralen
Immunantwort in NOH und WT Méusen und auch die Treg Depletion mittels PC61 hatte
keinen weiteren Effekt auf die Antikorperproduktion (Abb. 4.1-1 ¢). Durch diese
Experimente konnte gezeigt werden, dass die Suppression der AntikOrperantwort gegen

gewebespezifische Antigene antigenspezifisch erfolgt.
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Abbildung 8: 4.1-1 Tregs verhindern die Produktion von Auto-Antikorpern in NOH Miusen

(a) Experimentelles Schema fiir B und C: Tregs wurden in NOH und WT Méusen am Tag -4,-1, 6 und 13 mit
PC61 depletiert. Die Immunisierung mit OVA bzw. B-Gal in Alum erfolgte an den Tagen 0, 7 und 14. (B und
C) Messung der OV A-spezifischen (b) und B-Gal-spezifischen (c) IgG Titer an Tag 21 in NOH (schwarze
Balken) und WT (weifle Balken) Mausen. Die Ergebnisse reprisentieren 3 unabhingige Experimente mit 3 -
4 Méusen pro Gruppe. *** P < 0,001 (ANOVA plus Bonferroni)
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4.2 PD-1 -- PDL-1/2 vermittelte Suppression von B Zellen durch Antigen-
spezifische Tregs

Regulatorische T Zellen konnen ihre suppressorische Funktion iiber diverse Mechanismen
vermitteln, dazu zdhlen 1. die Sekretion von inhibitorischen Molekiilen, 2. der Entzug von
Uberlebensfaktoren, 3. das Granzym B bzw. Perforin vermittelte Téten von Zielzellen oder
4. die Modulation von Antigen-prisentierenden Zellen durch die Ligation inhibitorischer

223,224

T Zellrezeptoren. Welcher Mechanismus bei der B Zellsuppression in vivo eine Rolle

spielt, ist unklar und sollte in diesem Projekt ermittelt werden.

4.2.1 mRNA Expression inhibitorischer Rezeptoren auf antigenspezifischen B Zellen

Die unterdriickte B Zelllmmunantwort, charakterisiert durch die reduzierte
Antikorperproduktion, 1dsst vermuten, dass die Aktivierung inhibitorischer Rezeptoren die
antigenspezifischen B Zellen beeinflusst. Um einen Hinweis auf einen potenziell
involvierten Rezeptor zu erhalten, wurde die Hypothese aufgestellt, dass jener Rezeptor
nach Immunisierung in NOH Mausen heraufreguliert werden wiirde. Zur Kldrung dieser
Fragestellung wurden WT und NOH Maiuse wochentlich fiir einen Zeitraum von 21 Tagen
mit OVA in Alum immunisiert. OVA spezifische B Zellen (B220+, OVA+) wurden aus
diesen und naiven WT und NOH Maiusen durchflusszytometrisch isoliert. Die RNA aus
den OVA spezifischen Zellen wurde mittels Trizol aufgereinigt, in cDNA umgeschrieben
und eine RT-PCR durchgefiihrt. Die Analyse der Apoptose induzierenden Rezeptoren
ergab folgendes Bild: die Fas mRNA Expression (Abb. 4.2-1 a) verdnderte sich zwischen
den Gruppen nicht mafBgeblich. Im Gegensatz dazu exprimierten OVA spezifische
B Zellen aus immunisierten NOH Maiusen signifikant mehr PD-1 mRNA (Abb. 4.2-1 b)
als die selben B Zellen aus unbehandelte NOH oder immunisierten WT Mausen. Die
Analyse der Expression von Zytokinrezeptoren (IL-10R und TGFB2R) auf OVA
spezifischen B Zellen, die in eine B Zellsuppresssion involviert sein kénnen, ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen B Zellen aus WT und NOH Méusen, unabhingig von
einer Immunisierung (Abb. 4.2-1 ¢, d). Auf Grund dieser Befunde wurde der PD-1
Rezeptor als potenzieller inhibitorischer Rezeptor der antigenspezifischen Suppression von

B Zellen identifiziert und weiterfiihrend analysiert.
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Abbildung 9: 4.2-1 Steigerung der PD-1 mRNA Expression in OV A spezifischen B Zellen nach
Immunisierung

Fas (a), PD-1 (b), IL-10R (c) und TGFB2R (d) mRNA Expression in OVA spezifischen B Zellen. NOH und
WT Maiuse wurden in einem Intervall von einer Woche dreimal mit OVA in Alum immunisiert oder
unbehandelt belassen. OVA spezifische B Zellen wurden durchflusszytometrisch aufgereinigt und in Trizol
zur RNA Isolation aufgenommen. Die RNA wurde mittels RT-PCR analysiert. Die Ergebnisse wurden
relativ. zur GAPDH Expression dargestellt. Die Ergebnisse stellen zwei individuelle Experimente mit
4 Méusen pro Gruppe dar. * P <0,05; ** P <0,01 (ANOVA plus Bonferroni)

4.2.2 PD-1 Expressionssteigerung auf OV A spezifischen B Zellen

Als néchstes sollte untersucht werden, ob die gesteigerte mRNA Expression von PD-1
auch mit einer erhohten Proteinexpression dieses Molekiils korreliert, denn verschiedene,
intrazellulire Mechanismen konnen die Translation hemmen. Zur Beantwortung dieser
Fragestellung wurden NOHxDEREG und DEREG Kontrollméduse einmal mit OVA/B-Gal
in Alum immunisiert und nach 24 Stunden die Proteinexpression von PD-1
durchflusszytometrisch untersucht. DEREG Maéuse exprimieren unter dem Foxp3-
Promotor ein Fusionskonstrukt aus eGFP und dem Diphteriatoxinrezeptor, wodurch die
Tregs selektiv depletiert werden konnen. OVA positive B Zellen (Abb. 4.2-2 a) aus
immunisierten NOHxDEREG Madusen (rote Linie) exprimierten mehr PD-1 auf ihrer
Oberfliache als aus nicht-immunisierten Méusen (schwarze Linie) oder die Isotypkontrolle
(graue Fliache). Diese Expression war nicht in den DEREG Kontrollméiusen zu sehen. Um
festzustellen, ob die Steigerung der PD-1 Expression antigenspezifisch ist, wurden
zusitzlich OVA negative (Abb. 4.2-2 b) und B-Gal positive (Abb. 4.2-2 ¢) B Zellen auf
thre PD-1 Expression analysiert. Die Menge an PD-1 auf der Oberfliche von OVA
negativen und B-Gal positiven B Zellen einer immunisierten NOHxDEREG Maus
unterschied sich nur geringfligig von der nicht-immunisierten Referenzmaus. Weiterhin
wurde dieser Effekt auch in den DEREG Kontrollmdusen beobachtet, was die
Schlussfolgerung zuldsst, dass es sich hierbei nicht um eine spezifische Verdnderung
handelt. Zusdtzlich dazu ist in den Abbildungen 4.2-2 d und e zu erkennen, das

immunisierte NOH Mause nach 21 Tagen einen gesteigerten prozentualen Anteil an PD-1+
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OVA spezifischen B Zellen und eine erhohte Menge an PD-1 pro B Zelle aufwiesen.
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich die Erhohung der PD-1 Expression

selektiv nur auf OVA spezifischen B Zellen in NOH Méiusen detektieren ldsst.
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Abbildung 10: 4.2-2 Gesteigerte Proteinexpression von PD-1 auf OV A spezifischen B Zellen

(a-c) NOHxDEREG und DEREG Miéuse wurden einmal mit OVA/B-Gal in Alum i.p. immunisiert. Analyse
der PD-1 Expression auf OVA spezifischen (a), nicht-OVA spezifischen (b) und B-Gal spezifischen (c)
B Zellen mittels Durchflusszytometer. Abgebildet wurden reprisentative Histogramme, in denen nicht
immunisierte Méuse (schwarze, gestrichelte Linie) mit Isotypkontrollen (graue Fliche) und immunisierte
Miusen (rote Linie) verglichen wurden. (d, e) prozentuale Anteil an PD-1 exprimierenden OV A spezifischen
B Zellen (d) und Expression von PD-1 pro OVA spezifische B Zelle (e) an Tag 21 nach dreimaliger
Immunisierung mit OVA in Alum. Die Ergebnisse reprasentieren zwei unabhéngige Experimente mit 2 - 4
Maiusen pro Gruppe. * P < 0,05, ** P < 0,01 (ANOVA plus Bonferroni)
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4.2.3 PD-1 Expressionssteigerung ist abhingig von der Interaktion mit
antigenspezifischen Tregs

Die selektiv induzierte PD-1 Expression auf OVA positiven B Zellen in NOH Maéusen
wirft die Frage auf, ob es sich hierbei um eine artifizielle Verdnderung handelt oder ob
dieser Effekt Treg induziert ist. Um diese Frage zu klaren, wurde die PD-1 Expression auf
OVA spezifischen B Zellen aus einmal immunisierten NOHXxDEREG Maiusen (Abb. 4.2-3
a, rote Linie) mit der aus Treg depletierten und immunisierten NOHxDEREG Maiusen
(Abb. 4.2-3 b) verglichen. Die Depletion der regulatorischen T Zellen an den Tagen -4 und
-1 in den NOHXxDEREG Mausen verringerte die PD-1 Expression auf den B Zellen auf das
Level der nicht-immunisierten Kontrolle, allerdings hatte sie keinen Einfluss auf das PD-1
Expressionslevel in den DEREG Maéusen. Neben der Depletion regulatorischer T Zellen
mit Hilfe von Diphteriatoxin (DT) konnte, mittels eines zweiten Verfahrens (PC61),
nachgewiesen werden, dass die Entfernung von Tregs aus dem System zu einer Senkung
der PD-1+ B Zellen fiihrte, was auch mit einer reduzierten PD-1 Expression pro B Zelle
einherging (Abb. 4.2-3 ¢ und d). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass eine

Verbindung zwischen der Treg vermittelten B Zellsuppression und PD-1 existiert.
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Abbildung 11: 4.2-3 Tregs induzieren PD-1 auf OVA spezifischen B Zellen

(a,b) PD-1 Expression auf immunisierten B Zellen (rote Linie) im Vergleich mit nicht-immunisierten
B Zellen (schwarze, gestrichelte Linie) und Isotypkontrollen (graue Fliche) ohne (a) und mit (b) Treg
Depletion mittels Diphteriatoxin an den Tagen -4 und -1, représentative Histogramme wurden dargestellt.
(c,d) Durchflusszytometrische Analyse des prozentualen Anteils an PD-1 exprimierender OVA spezifische
B Zellen (c), sowie der Menge an PD-1 pro OVA spezifische B Zelle (d). Tregs wurden mit PC61 entfernt,
die NOH Maiuse einmal mit OVA in Alum immunisiert und nach 24 h untersucht. Die Ergebnisse stellen
zwei individuelle Experimente mit 3 Méusen pro Gruppe dar. * P < 0,05; ** P < 0,01 (ANOVA plus
Bonferroni)

4.2.4 Antigenspezifische Tregs unterdriicken kontaktabhingig die B
Zellimmunantwort in vitro

Zur Aufschliisselung des Mechanismus, welcher der B Zellsuppression zu Grunde liegt
und zur Analyse der Relevanz von PD-1 wurde ein in vifro Kokultursystem etabliert, das
die Reduzierung der Antikérperproduktion in vivo widerspiegelt. Hierzu wurde eine
Einzelzellsuspension aus Milzen der IgHEL Mause, die einen HEL-spezifischen
B Zellrezeptor (IgMa) tragen und unfdhig zum Isotypenwechsel sind, hergestellt und mit
HEL Protein beladen. AnschlieBend wurde die Suspension mit Hilfe magnetischer

Zellseparation aufgereinigter regulatorischer T Zellen oder T Helferzellen von NOH oder

44



Ergebnisse

WT Méusen fiir 6 Tage kokultiviert. Jeden zweiten Tag erfolgte ein Mediumwechsel und
am 6. Tag wurde der komplette Uberstand abgenommen. Zunichst wurde die Suppression
der Antikorperproduktion der B Zellen mit Hilfe eines IgMa ELISAs analysiert. In der
Abbildung 4.2.-4 a ist dargestellt, dass die [gHEL B Zellsuspension, die mit NOH Tregs
(schwarzer Balken) kokultiviert wurde, eine verringerte Antikdrperproduktion aufwies als
die IgHEL B Zellsuspension , die allein kultiviert wurde (weifler Balken). Das
Antikorperniveau der Kokultur mit WT Tregs (mittelgrauer Balken) stagnierte auf dem
Level der IgHEL Kontrolle und auch die Zugabe weiterer T Helferzellen (sowohl NOH als
auch WT Zellen) beeinflusste die Antikorperproduktion nicht signifikant. Daher spiegelt
dieses Model die antigenspezifische, in vivo Suppression der B Zellen in den NOH Maéusen
iiberzeugend wider. Zur Erforschung des molekularen Mechanismus der Inhibition von
antigenspezifischen B Zellen wire es von Vorteil, die Komplexitit der Milzzellsuspension
beziiglich ihrer Vielfalt von interagierenden Immunzellen einzugrenzen. Zu diesem Zweck
wurden als ndchstes B Zellen aus den Milzen von IgHEL Maiusen mittels negativer
magnetischer Zellseparation aufgereinigt, beladen und in die Kultur gegeben. Weil
primire, unstimulierte B Zellen in Kultur sterben und keine Antikorper produzieren, ist die
CD4 T Zellhilfe durch einen stimulierenden CD40 Antikorper ersetzt worden. Im
Vergleich zu der IgHEL Kontrolle bewirkte die Zugabe der transgenen Tregs (schwarzer
Balken) eine signifikante Suppression des Antikorperspiegels (Abb. 4.2-4 b). Im
Gegensatz dazu wurde das Antikorperniveau durch den Zusatz von wildtyp Tregs oder
T Helferzellen nicht bedeutend gesenkt. Dieses in vitro System, das durch die direkte
Interaktion der Zellen charakterisiert ist, wurde fiir alle weiteren in vitro Analysen
verwendet. Die Kontaktabhdngigkeit der antigenspezifischen Suppression der B Zelle
wurde mit Hilfe eines Transwellsystems bestimmt. In diesem System werden die Zellen
durch eine semipermeable Membran voneinander separiert und es konnen nur Molekiile
bis zur GroBle von 0,4 um durchdiffundieren. In Abbildung 4.2-4 ¢ ist deutlich zu
erkennen, dass die reduzierte IlgMa Antikorperproduktion in den Kokulturen von B Zellen
mit NOH Tregs durch das Transwellsystem aufgehoben wurde. Die Antikorperlevel waren
nun vergleichbar mit denen der WT Tregs. Die bisher untersuchte Suppression der
Antikorpergeneration spiegelt nur einen Aspekt der B Zellinhibition wieder. Daher wurde
nun weiterfithrend die Moglichkeit der Apoptoseinduktion in den B Zellen gepriift. Nach
18 Stunden der Kokultur wurden die B Zellen fiir Annexin V gefdarbt und

durchflusszytometrisch  analysiert. Annexin V  dient der Markierung von
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Phosphatidylserinen, die nach Induktion des programmierten Zelltods auf die AuBlenseite
der Zellmembran transloziert werden. Obwohl in allen Gruppen bereits ein sehr hohes
Grundniveau von ca. 65% an apoptotischen B Zellen vorlag, vergroBerte sich der Anteil an
Annexin V und 7-AAD doppelt positiven B Zellen in der Kokultur mit NOH Tregs noch
auf 73% (Abb. 4.2-4 d). Im Gegensatz dazu induzierten weder NOH T Helferzellen noch
WT Tregs eine zusitzliche Apoptose in den kokultivierten B Zellen. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass die Treg vermittelte Suppression kontaktabhidngig ist und sowohl die

Antikdrperproduktion als auch das Uberleben der B Zellen beeinflusst.
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Abbildung 12: 4.2-4 Kontaktabhiingige Suppression von IgHEL B Zellen in vitro

(a) HEL spezifische Antikorper Titer dargestellt als OD im Zellkulturiiberstand von kultivierten HEL Protein
(20 pg/ml) beladenen IgHEL Milzzellsuspensionen allein (weiler Balken) oder mit NOH Tregs (schwarzer
Balken), NOH T Helferzellen (hellgrauer Balken), WT Tregs (mittelgrauer Balken) sowie WT T Helferzellen
(dunkelgrauer Balken). (b) Experimenteller Ansatz wie in (a), mit zusétzlicher MACS-Aufreinigung der
IgHEL B Zellen und Substitution der T Zellhilfe durch einen stimulierenden aCD40 (0,5 pg/ml)
Antikorper. (c¢) Die Zellen wurden wie in (b) aufgereinigt, aber die Kokultur wurde in einem Transwell
System angesetzt. Dabei wurden B Zellen in die untere Kammer und T Zellen in die obere Kammer ausgesit.
Die Kammern sind durch eine semipermeable Membran getrennt, die nur kleine Molekiile bis zur Gré8e von
0,4 pm durchdiffundieren lisst. Die IgMa Antikdrpermengen wurden im Uberstand der unteren Kammer
bestimmt. (d) Bestimmung der Quote an apoptotischen B Zellen nach 18h der Kokultur. Die Ergebnisse
repriasentieren drei unabhédngige Experimente mit Triplikaten pro Gruppe. * P < 0,05, *** P < 0,001
(ANOVA plus Bonferroni)
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4.2.5 PD-1 Blockade hebt die antigenspezifische Suppression auf

Um einen Einfluss von PD-1 auf die B Zellsuppression zu untersuchen, musste zunéchst
nachgewiesen werden, dass PD-1, entsprechend den in vivo Befunden, auch in vitro nach
Antigen-spezifischen Kontakt mit regulatorischen T Zellen auf den B Zellen hochreguliert
wird. Hierzu wurden die lebenden B Zellen nach 6 Tagen der Kokultur
durchflusszytometrisch analysiert. [gHEL B Zellen, die aus der Kokultur mit NOH Tregs
stammten (Abb. 4.2-5 a, schwarzer Balken), zeigten einen 2fach hoheren Anstieg an PD-1
positiven B Zellen als die IgHEL Kontrolle (weiler Balken) oder die mit WT Treg
kultivierten B Zellen (mittelgrauer Balken). T Helferzellen hatten keinen Einfluss auf die
PD-1 Expression im Vergleich zur [gHEL Kontrolle. Nach dem Nachweis der gesteigerten
PD-1 Proteinexpresssion auf HEL positiven B Zellen konnten nun die Auswirkungen einer
PD-1 Inhibition analysiert werden. Die Zugabe eines blockierenden PD-1 Antikorpers
(RMP1-14) zur Kokultur resultierte in einer wiederhergestellten Antikdrperproduktion
vergleichbar mit der IgHEL Kontrolle (Abb. 4.2-5 b). Da der blockierenden Antikdrper
keine Auswirkungen auf die Antikorperproduktion der IgHEL Kontrolle oder einer
anderen Gruppe bewirkte, konnte ein unspezifischer Nebeneffekt als Ursache der
Antikorperproduktionssteigerung ausgeschlossen werden. Im Einklang mit den
Ergebnissen des blockierenden Antikorpers zeigte auch der direkte Vergleich von PD-1-
defizienten mit kompetenten IgHEL B Zellen, die mit transgenen Tregs kultiviert wurden,
eine erhohte Antikorperproduktion von den defizienten B Zellen (Abb. 3.2-5 ¢). Die in der
Kultur mit den NOH Tregs induzierte Apoptose der B Zellen wurde durch die
Unterbrechung des PD-1 Signalwegs iliber den blockierenden Antikorper, als auch durch
die PD-1 Defizienz der B Zellen aufgehoben (Abb.4.2-5 d). Demzufolge ist die in vitro
Suppression der B Zellen mit all ihren Facetten PD-1 abhingig.
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Abbildung 13: 4.2-5 Die B Zellsuppression ist PD-1 abhiingig

(a) prozentualer Anteil an PD-1 exprimierenden IgHEL B Zellen nach 6 Tagen der Kokultur mit NOH Tregs
(schwarzer Balken), NOH T Helferzellen (hellgrauer Balken), WT Treg (mittelgrauer Balken), WT
T Helferzellen (dunkelgrauer Balken) oder allein (weiller Balken). (b) ELISA Analyse der HEL spezifischen
IgMa Mengen (OD) in der Kokultur nach zuséitzlicher Blockade von PD-1 mittels RMP1-14. (¢) HEL-
spezifische IgMa Titer in Kokulturen mit PD-1-defizienten IgHEL B Zellen. (d) Prozentualer Anteil an
Annexin V und 7-AAD doppelt positiven IgHEL B Zellen nach 18h Kokultur mit PD-1 blockade oder PD-1
Defizienz. Die Ergebnisse stellen zwei unabhéngige Experimente mit Triplikaten pro Gruppe dar. * P < 0,05,
*¥* P <0,01; *** P <0,001 (ANOVA plus Bonferroni)
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4.2.6 Stimulierende PD-1 Ligation induziert Apoptose in vitro

Bisher konnte gezeigt werden, dass die PD-1 Blockade das Uberleben der B Zellen positiv
beeinflusst. Es fehlt aber der konkrete Beweis, dass die Stimulation des PD-1 Rezeptors
das Absterben der B Zelle induziert. Um diesen Nachweis zu erbringen, musste zunéchst
die PD-1 Expression auf B Zellen iiber verschiedenen Stimuli (PMA/Ionomycin oder anti-
IgM) forciert werden. Als Kontrolle dienten unbehandelte B Zellen. Nach 48 Stunden
wurden die lebenden B Zellen mittels Dichtegradienten aufgereinigt und fiir weitere
18 Stunden mit dem stimulierenden PD-1 Antikorperfragment inkubiert. Wie erwartet
zeigt die Abbildung 4.2-6 a deutlich, dass der PD-1 aktivierende Antikérper keinen
Einfluss auf die Induktion des Zelltods bei naiven Zellen besitzt. Die Zugabe des
stimulierenden PD-1 Antikorpers zu den PMA/Ionomycin vorstimulierten B Zellen fiihrte
zu einer gesteigerten Apoptoseinduktion im Vergleich zur Kontrolle ohne Antikorper. Im
Gegensatz dazu zeigten die anti-IgM stimulierte B Zellen ein vermehrtes Uberleben. Dies
konnte mit der reduzierten Expression des B Zellrezeptors nach anti-IgM Stimulation auf
der Zelloberfliche zusammenhingen (Abb. 4.2-6 b). Resiimierend kann festgehalten
werden, dass die PD-1 Ligation Apoptose in PMA/lonomycin stimulierten B Zellen

erzeugt.
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Abbildung 14: 4.2-6 PD-1 Stimulation induziert Apoptose in aktivierten B Zellen

(a + b) MACS-aufgereinigte B Zellen wurden fiir 48h unbehandelt oder mit Zugabe von PMA/Ionomycin
bzw. mit anti-IgM (algM) Antikdrpern kultiviert. Die iiberlebenden B Zellen wurden mittels Dichtegradient
aufgereinigt und +/- stimulierenden PD-1 Antikorper kultiviert. (a) Quote an apoptotischen B Zellen wurde
nach 18h der Kultur determiniert. (b) B Zellrezeptorexpression nach 48h der Stimulation. Die Ergebnisse
reprasentieren zwei unabhingige Experimente mit Triplikaten pro Gruppe. ** P < 0,01 (ANOVA plus
Bonferroni)
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4.2.7 Periphere, antigenspezifische Toleranz ist abhingig vom PD-1 Signalweg in vivo
Das in vitro System diente zur Festigung der Hypothese, dass PD-1 in die Suppression von
B Zellen involviert ist. Um diese Verbindung in vivo zu erhirten, wurde der blockierende
PD-1 Antikorper oder die Isotypkontrolle in NOH Maéuse injiziert, die mit OVA/B-Gal in
Alum immunisiert wurden. Der blockierende PD-1 Antikorper erzeugte eine deutliche
Steigerung der OVA spezifischen 1gG Antikorperlevel in den injizierten NOH Maéusen
(Abb. 4.2-7 a, hellgrauer Balken) im Vergleich zur Isotypkontrolle (dunkelgrauer Balken)
oder den unbehandelten NOH Méusen (schwarzer Balken). Das gesenkte Antikorperniveau
im Serum der NOH Maduse kann durch eine verringerte Anzahl an OVA spezifischen
B Zellen und/oder durch eine reduzierte Antikorperproduktion pro B Zelle verursacht sein.
Die ELISPOT Analyse zeigte, dass sowohl die Anzahl der antikdrperproduzierenden
B Zellen (Abb. 4.2-7 b) als auch die Menge an Antikorper (Abb. 4.2-7 ¢) durch den
blockierenden PD-1 Antikorper gesteigert wurde. Die Antikorperproduktion gegen das
fremde Antigen B-Gal blieb trotz Zugabe des PD-1 blockierenden Antikorpers hingegen
unverdndert (Abb. 4.2-7 d), womit ein unspezifischer Effekt ausgeschlossen werden kann.
OVA positive Zellen sind in NOH Maiusen autoreaktiv, daher ist es moglich, dass sie
bereits durch zentrale Toleranzmechanismen funktionell beeintrdachtigt worden sind. Um
diesen Aspekt auszuschlieBen, wurden NOH bzw. WT Méuse mit dem Hapten Nitrophenol
(NP), das an OVA bzw. BSA gekoppelt wurde, immunisiert. Ein Hapten kann alleine keine
Immunreaktion hervorrufen. Erst die Bindung an ein Antigen macht aus ihm ein
vollwertiges immunogenes Antigen. Daher sind NP-spezifische B Zellen per se nicht
autoreaktiv, konnen aber liber OVA bzw. BSA spezifische T Helferzellen oder Tregs in
threr Reifung kontrolliert werden. Die Immunisierung mit BSA-NP fiihrte zu
vergleichbaren NP-spezifischen Antikérpermengen im Serum von WT und NOH Maiusen
(Abb. 4.2-7 e). Hingegen waren die NP-Antikorperlevel in NOH Maéusen nach der
Immunisierung mit OVA-NP 2.8fach verringert im Vergleich zu WT Maéusen, konnten
aber durch die Blockade des PD-1 Signalweges wieder erhoht werden. Daher ist

auszuschlieen, dass die zentrale Toleranz eine Rolle spielt.
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Abbildung 15: 4.2-7 Authebung der peripheren Toleranz durch PD-1 Blockade in vivo

(a-d) NOH und WT Mause wurden an den Tagen 0, 7, 14 mit OVA/Alum immunisiert. An den selben Tagen,
ca. 3h spéter, wurde entweder der blockierende PD-1 Antikdrper (aPD-1) oder die Isotypkontrolle appliziert.
(a) Anti-OVA Serum IgG Titer in WT Mausen (weiller Balken), NOH Méusen (schwarzer Balken), mit anti-
PD-1 behandelten NOH Mausen (hellgrauer Balken) und Isotypkontrollen (dunkelgrauer Balken) wurde an
Tag 21 bestimmt. (b) Anzahl an B Zellen, die OV A-spezifische Antikérper produzieren, ermittelt durch
ELISPOT. (c) Menge an OVA-spezifischen Antikorpern produziert pro B Zelle. (d) B-Gal spezifische
Antikorper Titer am Tag 21. (e) NP-spezifische IgM Titer ermittelt in WT (weiBler Balken) und NOH
Miusen (schwarzer Balken), die zweimal in einem wochentlichen Intervall mit BSA-NP, OVA-NP oder mit
OVA-NP und blockierenden PD-1 Antikdrper immunisiert wurden. Die Ergebnisse stellen zwei unabhéngige
Experimente mit 3 - 4 Méuse pro Gruppe dar. * P < 0,05 (ANOVA plus Bonferroni)

4.2.8 IFN-gamma induzierte IgG Subtypen werden von PD-1 beeinflusst

Bis jetzt konnte bereits gezeigt werden, dass die B Zelle durch den PD-1 Signalweg in
ihrem Uberleben und in der Fihigkeit Antikdrper zu produzieren, beeinflusst wird. Ob ein
zusatzlicher Einfluss auf den Isotypenwechsel besteht, ist noch ungeklért. Grundlage
hierfir ist die Charakterisierung der Immunantwort in den NOH Madusen. Die
Immunisierung mit OVA in Alum induziert normalerweise in WT Maéusen eine starke
Th2 Immunantwort (IgG1 und IgE A). In den vakzinierten NOH Maiusen hingegen wurde
eine Thl Antwort, die durch eine gesteigerte [FN-gamma Konzentration in der Milz
gekennzeichnet war (Abb.4.2-8 a), detektiert. IFN-gamma konnte im Serum der Méiuse

nicht detektiert werden (Abb. 4.2-8 b). Bereits 1987 wurde von Snapper et al. gezeigt, dass
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IFN-gamma einerseits die IgG1, IgG2b und [gG3 Produktion reduziert, aber andererseits
auch die IgG2a Antikérperantwort induziert.”* Verglichen mit den WT Méusen existierte
in den NOH Mausen eine Senkung der IgG1 und IgG2b Antikorperlevel (Abb. 4.2-8 ¢ und
e). Diese konnte durch die PD-1 Blockade wieder aufgehoben werden. Die OVA-
spezifischen IgG3 Titer waren ebenfalls supprimiert (Abb. 4.2-8 f), allerdings konnte
dieser Titer durch den blockierenden PD-1 Antikdrper nicht wieder hergestellt werden. Die
Produktion an IgG2a war in den WT und NOH Maéusen vergleichbar (Abb. 4.2-8 d),
konnte aber durch die Blockade des PD-1 noch weiter gesteigert werden. SchlieB8lich lésst
sich festhalten, dass in den NOH Mausen ein Thl-mediierter Isotypenwechsel stattfindet,

der in den meisten Fallen PD-1 vermittelt ist.
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Abbildung 16: 4.2-8 Lokale Erhéhung der IFN-gamma Konzentration korreliert mit IgG Subtypen in
NOH Miusen

(a-d) NOH (schwarzer Balken) und WT Méuse (weiler Balken) wurden dreimal wochentlich mit OVA/Alum
immunisiert. Der blockierende PD-1 Antikorper (hellgrauer Balken) und der Isotypantikdrper (dunkelgrauer
Balken) wurde den NOH Maiusen am selben Tag verabreicht. Konzentration an IFN-gamma in der Milz nach
Restimulation mit OVA Protein (20 pg/ml) fiir 24h (a) oder im Mausserum an Tag 21(b). OV A-spezifische
IgG1 (c), IgG2a (d), IgG2b (e) und IgG3 (f) wurden am Tag 21 im Serum ermittelt. Die Ergebnisse
reprisentieren zwei unabhéngige Experimente mit 3 - 4 Méusen pro Gruppe. n.d. nicht detektiertbar
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4.2.9 PD-1 Expression auf B Zellen ist notwendig fiir die Suppression durch Antigen-

spezifische Tregs

Wie bereits nachgewiesen, ist PD-1 in die Suppression antigenspezifischer B Zellen
involviert. Um nun zu untersuchen, ob die PD-1 Expression exklusiv auf den B Zellen
notwendig ist, musste eine Situation erzeugt werden, in der PD-1 selektiv auf diesen fehlt.
Um dieses Ziel zu erreichen wurden IgHEL oder HEL spezifische PD-1-defiziente
B Zellen in NOH oder WT Mause transferiert (Abb. 4.2-9 ¢). Die [gHEL B Zellen bringen
den Vorteil, dass sie iiber ihren B Zellrezeptor des Subtyps a (IgMa) von den endogenen
B Zellen unterschieden werden konnen. AnschlieBend wurden die Méuse mit HEL in
Alum immunisiert und nach drei Tagen die Anzahl iiberlebender IgHEL B Zellen
determiniert. In NOH Mausen iiberlebten signifikant weniger IgHEL B Zellen als in
WT Miéusen (Abb.4.2-9 d), was auf die Suppression der antigenspezifischen Tregs
zuriickzufiihren ist (Abb. 4.2-9 a und b). Dieser Prozess wurde bereits fiir ein anderes
Mausmodell, den ROH Maiusen, beschrieben.?”® Der Transfer von PD-1-defizienten IgHEL
B Zellen hingegen erzielte vergleichbare Resultate in NOH und WT Maéusen (Abb.4.2-9
d). Zwei Ursachen konnen der verringerten Anzahl iiberlebender [gHEL B Zellen in NOH
Maiusen zu Grunde liegen: einerseits eine reduzierte Proliferation und/oder eine erhohte
Sterblichkeit der B Zellen. Die Abbildungen 4.2-9 e und f zeigen, dass sowohl ein
gesenkter Anteil an Ki67-positiven und somit weniger proliferierten B Zellen als auch ein
gesteigerte Apoptoserate in den IgHEL B Zellen, die in NOH Maéuse transferiert wurden,
vorlag. Im Gegensatz dazu teilten sich die IgHELxPD-l'/ " B Zellen in einem dhnlichen
Verhiltnis in NOH und WT Méusen und zeigten keinen Unterschied bei der Induktion der
Apoptose. Zusammenfassend wurde untermauert, dass die Treg vermittelte
B Zellsuppression von der Expression des PD-1 Molekiils auf der B Zelle abhédngig ist und

mit Verdanderungen der Proliferation und Apoptose einhergeht.
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Abbildung 17: 4.2-9 PD-1 Expression auf autoreaktiven B Zellen ist Grundlage fiir die Suppression

(a) Experimentelles Schema fiir b: 5x10° IgHEL B Zellen wurden in unbehandelte bzw. Treg-depletierte WT
(weiBler Balken) oder NOH Mause (schwarzer Balken) transferiert, die am niachsten Tag mit HEL in Alum
immunisiert wurden. (b) Absolute Anzahl an iiberlebenden IgHEL (IgMa') B Zellen nach drei Tagen. (c)
Experimentelles Schema fiir b-d: 5x10° IgHEL oder PD-1 defiziente IgHEL B Zellen werden in WT (weiBer
Balken) oder NOH Maiuse (schwarzer Balken) transferiert, die einen Tag spiter mit HEL in Alum
immunisiert wurden. (d) Absolute Anzahl an {iberlebenden IgHEL B Zellen (IgMa+) nach 3 Tagen.
Prozentualer Anteil an proliferierenden (e) und apoptotischen (f) IgHEL B Zellen nach 72h. Die Ergebnisse
stellen zwei unabhdngige Experimente mit 3 - 4 Méuse pro Gruppe dar. * P < 0,05 (ANOVA plus
Bonferroni)
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4.2.10 Induktion der antigenspezifischen Tregs erfolgt im drainierenden
Lymphknoten

Die Voraussetzung zur PD-1-abhédngigen, antigenspezifischen Suppression der B Zellen
bildet die Induktion OV A-spezifischer regulatorischen T Zellen in den NOH im Vergleich
zu WT Mausen. Daher sollte mit Hilfe der OVA spezifischen DO11.10 T Zellen (Die CD4
T Zellen dieser Mauslinie exprimieren einen OVA spezifischen T Zellrezeptor (OVA3zz3-
339); KJ1-26") analysiert werden in welchem Organ die Tregs induziert werden. Die
DO11.10 Méuse wurden mit DEREG Méusen gekreuzt, damit die endogenen Tregs dieser
Maiuse durch Diphetriatoxin depletiert werden konnten. Im Anschluss wurden die CD4
positiven T Zellen isoliert und in NOHxBalb/C bzw. WTxBalb/C Mause transferiert. Die
DOI11.10 Mause besitzen einen Balb/C Hintergrund, daher wurde die Riickkreuzung der
NOH bzw. WT Tiere notwendig. Die Abbildung 4.2-10 a stellt die Charakterisierung der
DOI11.10 T Zellen in den Empfangerméusen dar. Es wurden die CD4, KJ1-26 und CD25
positiven T Zellen auf ihre Induktion von Foxp3 mittels eGFP analysiert. Im renalen
Lymphknoten von NOHxBalb/C Maéusen konnte in durchschnittlich 5% der OVA-
spezifischen T Zellen GFP angeschaltet werden (Abb. 4.2-10 b), bei den WTxBalb/C
Maiusen war das in nur durchschnittlich 1,6% der T Zellen der Fall. Dieses entsprach dem
zu vernachldssigendem Schwellenwert in den meisten Organen. Wie in Abbildung 4.2-10 ¢
zu sehen ist, erfolgte im renalen Lymphknoten die Hauptinduktion. In der Niere und im
Kontrolllymphknoten gab es keine Unterschiede zwischen den Méausen. Der leicht erhdhte
Anteil an Tregs in der Milz der NOHxBalb/C im Vergleich zu den WTxBalb/C Méusen
iiberschritt allerdings nicht das Level der unspezifischen Foxp3 Induktion. Daher bleibt
festzuhalten, dass die Induktion der Antigen-spezifischen Tregs im drainierenden

Lymphknoten erfolgt.
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Abbildung 18: 4.2-10 Induktion antigenspezifischer Tregs im renalen Lymphknoten

(a-c) Tregs wurden in DO11.10xDEREG Maéusen durch Injektion von Diphteriatoxin (40 ng/g Maus) i.v. am
Tag -4 und -1 eliminiert. Aus Milz und Lymphknoten wurden CD4+ T Zellen isoliert (MACS) und 3,5x10°
Zellen in WTxBalbc (weiller Balken) und NOHxBalbc (schwarzer Balken) Miuse injiziert. Nach 3 Tagen
wurden die Milz, die Niere, der renale Lymphknoten und der axiale Lymphknoten nach Foxp3 Induktion
analysiert. (a) Identifizierung der DO11.10xDEREG CD4+ T Zellen. (b) Représentative Dot Plots der Foxp3
(GFP) Induktion in den renalen Lymphknoten. (c) Uberblick des Anteils an Foxp3 positiven T Zellen in den
einzelnen Organen. Die Ergebnisse reprisentieren zwei unabhéngige Experimente mit 3 - 4 Méausen pro
Gruppe. ** P <0,01; *** P <0,001 (ANOVA plus Bonferroni)
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4.2.11 Steigerung der PDL-1/2 Expression auf Tregs durch Immunisierung

Als nichstes sollte geklart werden, ob die antigenspezifischen Tregs die PD-1 Liganden
(PDL-1 und/oder PDL-2) exprimieren, die den PD-1 Rezeptor auf den B Zellen
stimulieren. Dazu wurde die RNA aus Tregs (CD4'CD25'GFP’) und Th Zellen
(CD4°CD25 GFP") aus NOHXxDEREG bzw. DEREG Miusen untersucht. Der Vorteil der
DEREG Miuse im Vergleich zu WT Maéusen liegt in der Expression des Fusionskonstrukts
aus dem Diphteriatoxinrezeptors und eGFP unter der Kontrolle des Foxp3 Promotors,
wodurch alle regulatorischen T Zellen fluoreszenz markiert und depletierbar sind.”** Nach
Immunisierung wurde der PD-Ligand 1 verstirkt in NOH Tregs hochreguliert im
Vergleich zu WT Tregs und der unimmunisierten NOH Treg Kontrolle (Abb. 4.2-11 a).
Im Gegensatz dazu war die Steigerung der PDL-2 mRNA nur schwach ausgepriagt (Abb
4.2-11 b). Die mRNA Level anderer inhibitorischer Mediatoren, die mit einer Treg
Suppression assoziiert werden, wie FasL (Abb. 4.2-11 c¢), TGF-8 (Abb. 4.2-11 d),
Granzym B (Abb. 4.2-11 e) oder Perforin (Abb.4.2-11 f) blieben unveridndert bzw. fielen
ab im Vergleich zu den WT Kontrollméusen. Die gesteigerte PDL-1 mRNA Expression
auf den regulatorischen T Zellen der NOH Maéuse nach Immunisierung konnte auch auf
Proteinlevel bestdtigt werden, denn sowohl der prozentuale Anteil an PDL-1 positiven
Tregs (Abb. 4.2-11 g) als auch die Menge an PDL-1 pro regulatorischer T Zelle (Abb. 4.2-
11 h) war vergroflert. Die Expression von PDL-2 auf den regulatorischen T Zellen war
sehr gering, konnte aber nach Immunisierung in den PDL-1 defizienten Mausen im
Vergleich zu der WT Kontrolle (Abb. 4.2-11 i) verstirkt werden. Die Ergebnisse
suggerieren, dass entweder einer oder beide Liganden an der antigenspezifischen

Suppression durch Tregs beteiligt sein konnten.
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Abbildung 19: 4.2-11 Spezifische Hoch

PDL-2

regulation der PD-1 Liganden auf den Tregs nach

Immunisierung

(a-f) NOHxDEREG und DEREG Maiuse wurden mit OVA in Alum an den Tagen 0,7 und 14 immunisiert.
Durchflusszytometrisch isolierte CD4+CD25+Foxp3+ (GFP+) Tregs wurden auf die Expression von PDL-1
(a), PDL-2 (b), FasL (c), TGF-B (d), Granzym B (e) und Perforin (f) relativ zur GAPDH Expression
analysiert. (g) Prozent PDL-1 positive Tregs in unbehandelten oder immunisierten WT (weiler Balken) oder

NOH Miusen (schwarzer Balken). (h) Menge an

PDL-1 Proteinexpression pro Treg. (i) PDL-2 Expression in

den verschiedenen Mausen nach Immunisierung. Als Positivkontrolle dienen PMA/Ionomycin stimulierte
T Helferzellen. Die Ergebnisse reprasentieren zwei unabhingige Experimente mit 3 - 4 Mausen pro Gruppe.
* P <0,05; *** P <0,001 (ANOVA plus Bonferroni)
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4.2.12 antigenspezifische Tregs sind notwendig und hinreichend zur B
Zellsuppression

Basierend auf diesen Daten sollte untersucht werden, welcher PD-1 Ligand auf der
regulatorischen T Zelle funktionell relevant ist. Um diese Frage beantworten zu konnen,
musste ein Scenario erschaffen werden, in dem Tregs selektiv transferiert werden konnten
um B Zellen zu supprimieren. Dazu wurden regulatorische T Zellen sowie T Helferzellen
aus NOH und WT Mausen durch magnetische Zellseparation aufgereinigt und in IgHEL
Mause transferiert (Abb. 4.2-12 a). Die Immunisierung mit HEL in Alum erzeugte eine
robuste Antikorperantwort in der IgHEL Kontrolle, die durch den Transfer von transgenen
Tregs unterdriickt wurde (Abb. 4.2-12 b). Weder die WT Tregs noch die T Helferzellen
der NOH Maus waren dazu in der Lage. Dass die Suppression der B Zellen PD-1
vermittelt ist, wurde sowohl in diesem Modell mit Hilfe des blockierenden Antikorpers
(Abb. 4.2-12 c¢), als auch in PD-1-defizienten IgHEL Mausen (Abb. 4.2-12 d)
nachgewiesen. Jede der beiden Methoden der PD-1 Blockade erhdhte die Produktion der
HEL spezifischen IgMa Antikorper in den IgHEL Mausen auf ein Level vergleichbar mit
der Kontrollgruppe. Somit sind antigenspezifischen Tregs hinreichend zur Suppression von
B Zellen in vivo. Der suppressorische Mechanismus in den IgHEL Mausen unterscheidet
sich nicht von dem endogener B Zellen in NOH Méusen. Daher ist dieses Modell addquat,

um die funktionelle Relevanz der PD-1 Liganden zu studieren.
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Abbildung 20: 4.2-12 Zur B Zellsuppression sind Tregs notwendig und hinreichend

(a) Experimentelles Schema fiir b-d: 1x10° MACS-isolierte Tregs bzw. T Helferzellen (Th) wurden entweder
in IgHEL oder IgHELxPD-1"" Miuse transferiert. Die Miuse wurden dreimal in einem wdchentlichen
Intervall mit HEL in Alum immunisiert. (b) HEL spezifische IgMa Serumtiter am Tag 21. (c) HEL
spezifische IgMa Titer nach Applikation des blockierenden PD-1 Antikorpers. (d) HEL spezifische
Antikdrpertiter in IgHEL versus IgHELxPD-17" Miusen. Die Ergebnisse stellen zwei unabhingige
Experimente mit 3 - 4 Mause pro Gruppe dar. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 (ANOVA plus
Bonferroni)
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4.2.13 Blockade der PD-1 Liganden hebt die inhibitorische Wirkung der Tregs auf
Nach der Etablierung des Transfermodells konnten nun PDL-1-defiziente Tregs transferiert
werden, um die funktionelle Relevanz dieses Liganden zu untersuchen (Abb. 4.2-13 a).
Der PDL-2 Signalweg wurde mittels eines blockierenden Antikorpers (TY25) unterdriickt.
PDL-1-defiziente Tregs supprimierten weiterhin die Immunantwort in IgHEL Maéusen
(Abb. 4.2-13 b). Ebenso fiihrte die Injektion des PDL-2 blockierenden Antikorpers allein
nicht zu einer Verdnderung der Antikorperantwort. Erst die Kombination der Blockade von
PDL-1 und -2 fiihrte in den IgHEL Maiusen zur Produktion von Antikérpermengen
vergleichbar mit der [IgHEL Kontrolle. Der Mangel an beiden Liganden war mechanistisch
durch eine erhohte Anzahl an antikorperproduzierenden B Zellen (Abb. 4.2-13 ¢) und
einer reduzierten Apoptoseinduktion (Abb. 4.2-13 d) gekennzeichnet. Diese Daten sind
konsistent mit den Analysen der endogenen B Zellen und belegen, dass fiir die Suppression
der B Zellen die Expression der PD-1 Liganden auf den antigenspezifischen Tregs
erforderlich ist.
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Abbildung 21: 4.3-13 PDL-1/2 Expression auf Tregs ist Voraussetzung zur B Zellsuppression

(a) Experimentelles Schema fiir b-d: Am Tag -1 wurden 1x10° Tregs aus Milzen und renalen Lymphknoten
von NOH und NOHxPDL-1"" Miusen in IgHEL Méuse transferiert. Die Immunisierung mit HEL in Alum
sowie die Applikation des anti-PDL-2 Antikoérpers erfolgte i.p. an den Tagen 0, 7 und 14. (b) HEL-
spezifische Serum IgMa Titer an Tag 21. (c) Anzahl an anti-HEL IgMa Antikdrper produzierende B Zellen
bestimmt mittels ELISPOT. (d) Anteil an Caspase 3 positiven IgHEL B Zellen. Die Ergebnisse stellen zwei
unabhingige Experimente mit 4 Méusen pro Gruppe dar. * P <0,05; ** P < 0,01 (ANOVA plus Bonferroni)
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4.3 Direkte B Zellsuppression in vivo

Durch die Entschliisselung des Mechanismus der peripheren B Zelltoleranzinduktion in
unserem System erdffnet sich nun die Moglichkeit, eine fiir lange Zeit offene Frage zu
klaren: Existiert eine direkte Suppression der B Zellen durch Tregs in vivo? Zahlreiche
Veroffentlichungen haben bereits bewiesen, dass regulatorische T Zellen B Zellen durch
die Suppression von T Helferzellen, die fiir die Antikdrperproduktion unabdingbar sind,
beeinflussen.'®" > Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen in vitro

Kultursystemen B Zellen direkt von Tregs abgetotet werden konnen,'”"®’

was die Frage
nach der Moglichkeit und dem Anteil einer direkten in vivo Suppression aufwirft. Zur

Klédrung dieser Fragestellung wurde das folgende in vivo Modell etabliert.

4.3.1 PD-1 Expression auf T Helferzellen bleibt nach Immunisierung unverindert

Die bereits prisentierten Daten haben bewiesen, dass B Zellen PD-1 und Tregs PD-1
Liganden fiir eine funktionelle Inhibition exprimieren miissen. AuBlerdem war in den
gezeigten in vitro Kulturen ausschlieBlich eine direkte Interaktion zwischen Tregs und
B Zellen moglich. In unserem in vivo Modell existiert allerdings die Moglichkeit einer
indirekten Suppression vermittelt durch T Helferzellen. Theoretisch konnten Tregs PD-1+
T Helferzellen mittels PDL-1/2 unterdriicken, die dann wiederum selber PDL-1/2
hochregulieren, um B Zellen zu inhibieren. Um diese Frage experimentell zu adressieren,
wurde zundchst bestimmt, ob T Helferzellen PD-1 nach Immunisierung hochregulieren.
Weder die Immunisierung mit OVA in Alum (Abb. 4.3-1 a, rote Linie), noch die
Depletion der regulatorischen T Zellen (Abb. 4.3-1 b, rote Linie) bewirkte eine
Verdanderung der PD-1 Expression auf den T Helferzellen im Vergleich zu den nicht-
immunisierten Kontrollen. Die PD-1 Expression wird auf den T Helferzellen durch den
Antigenstimulus zwar nicht hochreguliert, allerdings exprimieren die T Helferzellen ein
Grundniveau an PD-1. Daher sind weitere Experimente notwendig, um eine Involvierung

von T Helferzellen bei der B Zellsuppression ausschlieBen zu kénnen.
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Abbildung 22: 4.3-1 PD-1 Expression auf T Helferzellen wird nicht von Tregs oder einer
Immunisierung beeinflusst

(a,b) PD-1 Expression auf immunisierten T Helferzellen (rote Linie) im Vergleich mit nicht-immunisierten
Helferzellen (schwarze, gestrichelte Linie) und Isotypkontrollen (graue Flache) mit (b) und ohne (a) Treg
Depletion mittels Diphteriatoxin an den Tagen -4 und -1, repriasentative Histogramme wurden dargestellt.

Die Ergebnisse stellen zwei individuelle Experimente mit 3 Mausen pro Gruppe dar. * P < 0,05; ** P < 0,01
(ANOVA plus Bonferroni)

4.3.2 B Zellsuppression durch spezifische Tregs ist unabhiingig von intermediiiren T
Helferzellen
Die funktionelle Relevanz der PD-1 Expression auf T Helferzellen und somit die

Mboglichkeit einer indirekten Suppression, sollte nun in NOHxPD-1"" Mausen untersucht
werden (Abb. 4.3-2, Abb. 4.3.3 a).

NOHM3use NOHxPD-17- Mause
T Helferzelle pD-1 Treg T Helferzelle PD-1 Treg
PD-1 PD-1
PDL-1/
TCR TCR

TCR TCR

PDL-1/2 PDL-1/2

\ PD-1 /

PDL-1/2 PDL-1/2
PD-1 K

BCR BCR

IgHEL B Zelle

IgHEL B Zelle
Inhibition Inhibition

Abbildung 23: 4.3-2 Schematisches Modell der indirekten vs der direkten Suppression in NOH und
NOHxPD-1"" Miusen
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IgHEL B Zellen, die in NOHxXPD-1"" Miuse transferiert werden, kénnen nur direkt von
Tregs supprimiert werden, da die indirekte Interaktion durch die PD-1 Defizienz der
T Helferzellen versperrt ist. Die Abbildung 4.3-3 b zeigt deutlich, dass weiterhin die
Anzahl an IgHEL B Zellen in den NOHxPD-1"7" Miusen signifikant reduziert wurde im
Vergleich zu den PD-1-defizienten IgHEL B Zellen. Weiterhin unterschied sich die
Gesamtanzahl iiberlebender IgHEL B Zellen auch nicht zwischen NOH und NOHxPD-1"
Maiusen. Nach drei Tagen konnte zusitzlich eine reduzierte Proliferation (Abb. 4.3-3 ¢)
und eine gesteigerte Apoptoseinduktion (Abb. 4.3-3 d) in den PD-1 kompetenten I[gHEL
B Zellen sowohl in NOH als auch in NOHxPD-1-/- Médusen nachgewiesen werden, welche
die Verringerung der Gesamtanzahl erkldrte. Als abschlieBender Beweis der direkten
B Zellsuppression wurde sowohl die [gMa Antikdrperproduktion als auch die Anzahl an
antikdrperproduzierenden B Zellen nach 14 Tagen in den Miusen ermittelt (Abb. 4.3-3 e).
Die anti-HEL IgMa Antikorperproduktion in PD-1 defizienten NOH Mausen, in die
I[gHELxPD-1-/- B Zellen transferiert wurden, war 10fach hoéher als in den WT
B Zellempfangerméusen (Abb. 4.3-3 f). Im Einklang mit der Antikdérperproduktion war
auch die Anzahl an antikorperproduzierenden IgHEL B Zellen nur in der PD-1
kompetenten (weiBBer Balken) im Vergleich mit der defizienten IgHEL Gruppe (schwarzer
Balken) gesenkt (Abb. 4.3-3 g). Ferner sollte abschlieBend ein moglicher synergistischer
Effekt der PD-1 Defizienz und der Treg Depletion untersucht werden. In PD-1 defizienten
NOH Mausen steigerte die PD-1 Defizienz in IgHEL B Zellen (schwarzer Balken) das
Uberleben der B Zellen im gleichen MaB wie die Depletion der Tregs (hellgrauer Balken,
Abb. 4.3-3 h). Die Kombination der beiden war nicht synergistisch (dunkelgrauer Balken).
Diese Experimente zeigen, dass die PD-1 Expression auf allen Zellen, auer den B Zellen
vernachldssigbar ist. Es handelt sich hierbei um eine direkte Treg-vermittelte in vivo

Suppression der B Zellen.
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Abbildung 24: 4.3-3 Direkte in vivo Suppression der B Zellen durch Tregs

(a) Experimentelles Schema fiir b-d: 5x10° IgHEL (weier Balken) oder IgHELxPD-1"" (schwarzer Balken)
B Zellen wurden in PD-1-kompetente NOH oder nicht-kompetente NOH Méuse transferiert, die am néchsten
Tag mit HEL in Alum immunisiert wurden. (b) Absolute Anzahl an iiberlebenden IgHEL B Zellen nach
3 Tagen. Prozentuale Anteil an Ki67 positiven (c) und apoptotischen (d) IgHEL B Zellen. (e)
Experimentelles Schema fiir f-h: selbes Schema wie in a, nur dass zweimal in einem wochentlichen Intervall
immunisiert wurde. (f) HEL-spezifische IgMa Titer am Tag 14. (g) Anzahl an B Zellen, die anti-HEL IgMa
Antikorper produzieren ermittelt durch ELISPOT. (h) Menge an Antikérper produzierenden B Zellen nach
Treg Depletion in NOH bzw. NOHxXPD-17" Miusen. Die Ergebnisse reprisentieren zwei unabhingige
Experimente mit 3 - 5 Méusen pro Gruppe.* P <0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001 (ANOVA plus Bonferroni)
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5. Diskussion

5.1 Regulatorische T Zellen - ein zuséitzlicher peripherer
Toleranzmechanismus

Autoantikérper spielen sowohl bei systemischen als auch bei organspezifischen
Autoimmunerkrankungen eine zentrale Rolle. Sie vermitteln die Gewebsschdadigung direkt
oder iiber Immunkomplexe. Die Existenz autoreaktiver B Zellen wird im Knochenmark
iiber verschiedene zentrale Toleranzmechanismen kontrolliert’””. Die negative Selektion bei
B Zellen ist jedoch nicht so stringent wie bei T Zellen, daher werden jeden Tag
autoreaktive B Zellen in die Peripherie entlassen. Ob sich eine Autoimmunerkrankung
etabliert, ist von der Funktionalitit peripherer Toleranzmechanismen abhingig. Diese
reichen von intrinsischen biochemischen Verdnderungen® ® ® bis zur Begrenzung von
Uberlebenssignalen wie BAFF”. Kiirzlich konnte von Bystry und Kollegen gezeigt
werden, dass Tregs die T Zell-unabhédngige Proliferation von B Zellen in vitro sowie die
Produktion von Antikérpern in vivo hemmen konnen.”® Weiterfithrend konnte von Ludwig-
Portugall et al. demonstriert werden, dass antigenspezifische Suppression von B Zellen
durch Tregs ein peripherer Toleranzmechanismus ist."”” ** Bestimmte Formen der
Glomerulonephritis werden durch Autoantikdrper induziert. In der vorliegenden Arbeit
haben wir neue, periphere Toleranzmechanismen entschliisselt, die in der
Krankheitssituation dysreguliert sind, um ein besseres Verstindnis fiir diese Erkrankungen

zu bekommen und um anschlieSend therapeutisch dagegen vorzugehen.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass vergleichbar zum
pankreasspezifischen Gewebeantigen Mausmodell ROH"¢" 199, die
Autoantikdrperproduktion auch in den Nieren-spezifischen NOH Maiusen durch
regulatorische T Zellen supprimiert wird. Die Applikation eines hemmenden anti-CD25
Antikorpers in NOH Maiusen vor Immunisierung resultierte in einer gesteigerten
Antikorperantwort, die vergleichbar ist mit der von WT Mausen. Die Funktionsweise des
anti-CD25 Antikorper wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Es ist nicht eindeutig

22 . . . .
d**® wirkt. Was einerseits die

geklirt, ob dieser nun deletierend®’ oder nur blockieren
Anzahl CD4+CD25+ Tregs reduziert, aber die Gesamtanzahl CD4+Foxp3+ Tregs nicht

beeinflusst. In unseren Hinden wirkt dieser Antikorper depletierend.”” Um die
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Abhdngigkeit der Suppression von Tregs weiter zu untermauern, wurden die
Expressionsstudien auch in NOHxXxDEREG Mausen durchgefiihrt. In diesen Méusen
konnen die Tregs selektiv durch Gabe von Diphteriatoxin (DT) aus dem System entfernt
werden. Die Resultate nach Zufuhr von DT korrelieren mit denen vom anti-CD25
Antikorper. Den abschliefenden Beweis erbrachte der Transfer von antigenspezifischen
regulatorischen T Zellen in IgHEL M4use. Dieser reduzierte die Antikdrperproduktion im
Durchschnitt um 60% im Vergleich zur Kontrollgruppe. Somit konnte bewiesen werden,
dass antigenspezifische Tregs nicht nur notwendig, sondern auch ausreichend sind, um die

B Zellimmunantwort zu unterdricken.

Die Antigenspezifitit dieser Reaktion konnte durch eine Immunisierung der NOH Méuse
mit einem fremden Antigen, wie z.B. B-Galaktosidase begriindet werden. Im Gegensatz zu
einer Immunisierung mit OVA fiihrt jene mit B-Gal zu keiner Suppression. Zhao et al.
haben bereits beschrieben, dass antigenspezifische Tregs nach ihrer Aktivierung eine
Restimulation iiber ithren T Zellrezeptor bendtigen, um inhibitorisch auf B Zellen

. . 1
einzuwirken, 96

was die Daten unterstiitzt. Diese Ergebnisse konnten noch durch
zusitzliche Experimente in MHC-II-defizienten NOH Méusen erhértet werden, in denen
die Abhéngigkeit von der Proteinprisentation demonstriert werden konnte. Allerdings
kann eine einmal aktivierte regulatorische T Zelle die Aktivierung von T Effektorzellen
auch antigenunspezifisch supprimieren (,,bystander suppression®).*> Ob dieser

Mechanismus auch fiir B Zellen zutrifft, muss noch geklirt werden.

5.2 PD-1 vermittelte Suppression

Die Demonstration der Abhédngigkeit der antigenspezifischen Suppression von B Zellen
durch Tregs wirft die Frage auf, durch welchen Mechanismus diese vermittelt wird. Tregs
besitzen ein groBes Repertoire an inhibitorischen Molekiilen und Rezeptoren mit denen sie

unterschiedlichste Zelltypen supprimieren.

5.2.1 Einfluss des Aktivierungsstatus der Tregs auf die B Zellantwort

Bevor der Suppressionsmechanismus analysiert werden konnte, musste zunédchst geklart
werden, ob der Unterschied zwischen den WT und den NOH Tregs, beziiglich ihrer
inhibitorischen Fihigkeiten, auf Unterschiede in der Aktivierung zuriickzufiihren sind. Fiir
die Suppressionsassays wurden die Tregs parallel aus unimmunisierten Miusen mittels

magnetischer Aufreinigung gewonnen. Da die Aufreinigung in manchen Fillen eine
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Aktivierung der Zellen, speziell wenn sie liber thren Rezeptor isoliert werden, bewirken
kann, wurde eine negative Isolationsmethode verwendet. Des Weiteren wurden beide
Gruppen gleich behandelt, so dass hier keine Unterschiede entstehen konnen. Daher bliebe
nur die Moglichkeit, dass Tregs schon in den jeweiligen Maiusen verschiedene
Aktivierungszustinde aufweisen. 2009 konnte von Ludwig-Portugall et al. bereits gezeigt
werden, dass im drainierenden Lymphknoten die antigenspezifischen Tregs im ROH"E"
Modell einen aktivierteren (CD44°, CD62L") Phinotyp besitzen als in den

. 1
Referenzmiusen.'”’

Um auszuschlieBen, dass die beobachtete Suppression nicht
aktivierungsabhédngig erfolgt, wurden die Tregs vor der Kokultur 3 Tage unspezifisch mit
anti-CD3/CD28 voraktiviert. Diese Aktivierung von WT Tregs induzierte keine
Suppression der B Zellen (Daten nicht gezeigt) und hatte somit keinen Einfluss auf die

suppressorischen Féahigkeiten der Tregs.

5.2.2 Kontaktabhingigkeit der Suppression

Die Antigensperzifitit suggeriert weiterhin einen Kontakt zwischen der regulatorischen
T Zelle und der B Zelle. Um diese Beobachtung zu untermauern und 16sliche Mediatoren
als Suppressionsmechanismus auszuschliefen, wurden die B Zellen in einem
Transwellsystem untersucht. Die rdumliche Trennung von antigenspezifischen Tregs und
B Zellen erhohte die Antikorperproduktion der B Zellen auf das Niveau der Kontrolle, was
eine Kontaktabhangigkeit der Suppression vermuten ldsst. Allerdings ist die Funktion von
inhibitorischen Zytokinen auch gradientenabhingig und benoétigt daher die Ndhe zwischen
Suppressor- und Empfiangerzelle, was Zytokine nicht komplett als potenziellen
Suppressionsmechanismus ausschlie3t. IL-10 und TGF-B sind die am besten beschriebenen
inhibitorischen Zytokine und kontrollieren Erkrankungen wie Asthma oder Allergien.164
Um eine Beteiligung dieser Molekiile an der Suppression auszuschlieBen, wurde die
Expression ihrer Rezeptoren auf den B Zellen untersucht. Der IL-10 Rezeptor wird auf den
B Zellen nach Immunisierung sowohl in WT als auch in NOH Maéusen herunterreguliert,
daher ist eine Involvierung eher unwahrscheinlich. TGF-B beeinflusst die Entwicklung von
B Zellen in allen Stadien vom Wachstum bis zur Maturierung.”® Fiir den TGF-8 1I
Rezeptor ist bereits beschrieben, dass er in die Initiation von Antikdrperantworten
involviert ist.>*' Allerdings bleibt TGF-BIIR mRNA unverindert nach Stimulation sowohl
in WT als auch in NOH Maéusen, was eine Beteiligung an der Suppression eher verneint.
Ein neuer potenzieller Kandidat, der zumindest an der Suppression von Effektor-T-Zellen

vermittelt, ist IL-35.""" Um jedoch diese Zytokine definitiv ausschlieBen zu konnen,
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werden Experimente mit IL-10, IL-35 bzw. TGF-B-defizienten Tregs, bzw. blockierenden
Antikorpern benotigt, was iiber den Rahmen der vorgelegten Studie weit hinausgehen

wirde.

5.2.3 Granzym B, Perforin und Fas als potenzielle Effektormolekiile

Um einen Anhaltspunkt {iber einen potenziellen Suppressionsmechanismus zu erlangen,
wurden in der vorliegenden Studie B Zellen und Tregs auf die Regulation diverser
inhibitorischer Molekiile analysiert. Dabei standen diejenigen im Vordergrund, die einen
B Zelltod initiieren kdnnen. Diese Molekiile waren von Interesse, weil antigenspezifische
Tregs in der Milz und im drainierenden Lymphknoten einerseits die Proliferation
inhibieren und andererseits die Apoptose in B Zellen induzieren konnen.*”® Die Analyse
der RNA Daten ergab, dass die in vivo Suppression der B Zellen unabhingig von der
Induktion einer Fas Fas-Ligand Interaktion ist. Dieses Resultat steht im Widerspruch zu
den Daten von Janssens et al., der zeigen konnte, dass Tregs sowohl antigenprasentierende
B Zelllinien als auch polyklonale B Zellen iiber einen Fas Fas-Ligand abhéngigen
Mechanismus t6ten konnen.'” Dieser Diskrepanz der Daten konnten zwei Ursachen zu
Grunde liegen. Erstens konnte der Unterschied im Mechanismus durch den Vergleich eines
in vivo mit einem in vitro System verursacht werden. In dem in vitro System von Janssens
et al. wurden die voraktivierten B Zellen mit Hilfe von Tregs aus einer T Zelllinie
supprimiert. Diese entarteten Zellen verhalten sich anders als primire Mauszellen. Daher
war es bis jetzt auch nicht mdglich, eine in vivo Relevanz fiir diesen Mechanismus zu
demonstrieren. Und zweitens konnten diese Ergebnisse von der eingesetzten Antigendosis
abhéngig sein. Ise und Kollegen zeigten bereits, dass die Antigenmenge tiber die Funktion
und den Phinotyp von CD4 T Zellen entscheidet.””
CD40L Expression auf der CD4 T Zelle und die IgM Produktion, wohingegen grof3e

Kleine Antigendosen fordern die

Mengen den B Zelltod iiber Fas initiieren. Dementsprechend konnte die in dieser Studie
verwendete Antigendosis von 10 pg OVA je Maus zu gering gewesen sein, um diese Fas
Expression zu induzieren.

Ein zweiter in der Literatur beschriebener Mechanismus der B Zellsuppression durch Tregs
ist die Granzym B und Perforin abhingige Lyse von B Zellen.'”® Jedoch ergab die Analyse
der RNA Daten, dass in vivo Granzym B und Perforin in diesem System nicht induziert
werden, da die Transkription dieser Molekiile nach Immunisierung stagniert bzw. sinkt.

Eine gesteigerte Proteinexpression ist allerdings nicht immer Voraussetzung fiir eine
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Beteiligung an der Suppression, denn wie im Fall von Perforin kann das Molekiil schon
praformiert in Granula vorliegen und muss nach Aktivierung nur noch ausgeschleust
werden. Eine andere Erkldrung der Differenzen beruht auf der unterschiedlichen Art und
Weise der B Zellaktivierung. Im vorgestellten in vivo System werden die B Zellen
antigenspezifisch aktiviert, wohingegen die B Zellen der Kokultur antigenunspezifisch
mittels LPS stimuliert werden. In hier nicht aufgefiihrten in vitro Versuchen konnte
verdeutlicht werden, dass eine T Zell-unabhéngige Stimulation (z.B. tiber LPS) zu keiner
Suppression der Antikdrperantwort durch antigenspezifische Tregs in dem hier etablierten
in vitro System fiihrt. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den Daten von Agata et al.
und Yamazaki et al., die bereits zeigen konnten, dass LPS die PD-1 Expression auf

205, 211

B Zellen nicht beeinflusst. Um eine endgiiltige Aussage zu treffen, sind weitere

Analysen in Perforin bzw. Granzym B defizienten Mausen unabdingbar.

5.2.4 PD-1 als Effektormolekiil

Neben den bereits beschriebenen Suppressionsmechanismen ist in der vorliegenden Studie
ebenfalls noch die mRNA Expression von PD-1 bzw. seinen Liganden untersucht worden.
Defekte in diesen Molekiillen sind mit verschiedensten Autoimmunerkrankungen
verkniipft™®® und besitzen daher eine potenzielle funktionelle Relevanz. Fiir PD-1 und
PDL-1 konnte eine starke Induktion der mRNA bzw. Proteinmenge nach Aktivierung

205,214 ppL -1 limitiert nicht nur die

gezeigt werden, was mit der Literatur einhergeht.
Expansion oder das Uberleben von CD8 T Zellen, sondern auch die Immunantwort von
autoreaktiven CD4 T Zellen und ist damit ein zentraler Bestandteil der T Zelltoleranz.>
PDL-2 wurde auf mRNA Ebene nach Immunisierung nur geringfiigig hochreguliert,
allerdings exprimieren PDL-1-defiziente NOH Maiuse vermehrt PDL-2 nach Stimulation.
Eine PDL-2 Expression wurde bisher hauptsidchlich bei Makrophagen, DCs und
Endothelzellen beschrieben®'!, was im Widerspruch zu der hier beschriebenen Expression
auf antigenspezifischen Tregs steht. Dies fiihrte zur Annahme, dass die Interaktion von
PD-1 mit seinen Liganden PDL-1 und PDL-2 einen moglichen Mechanismus der
B Zellsuppression bzw. Apoptoseinduktion durch Tregs darstellt. Unterstiitzt wurde diese
Hypothese durch die in vitro Kokulturen von transgenen Tregs mit IgHEL B Zellen. Diese
wiesen eine verringerte Antikorperproduktion bei gleichzeitiger Apoptoseinduktion,
vermittelt liber eine PD-1 Expressionssteigerung, der B Zelle auf. Diese Befunde

korrellieren mit denen von Okazaki et al., die zeigten, dass die PD-1 Blockade in einer

B Zelllymphomlinie den B  Zellrezeptor vermittelten Signalweg durch die
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Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domine inhibiert.*’’ Ob dieser molekulare
Signalweg auch in unserem Versuchsansatz aktiv ist, muss noch durch ,,Ca2+ release
assays® geklart werden. Dass die Interaktion zwischen B Zellrezeptor und PD-1 essentiell
ist, deuten auch die Experimente zu dem stimulierenden Antikdrper an. Die Zugabe des
stimulierenden Antikdrpers zu PMA/lonomycin aktivierten B Zellen resultiert in einer
signifikanten Apoptoseinduktion, wohingegen alle mit anti-IgM vorstimulierten B Zellen
iiberleben. Dieser Kontrast kann zwei Phdnomene zur Ursache haben. Einerseits kann die
anti-IgM Stimulation zu keiner PD-1 Hochregulation fithren, was durch hier nicht gezeigte
Daten ausgeschlossen werden konnte. Oder aber es konnte keine Kreuzvernetzung
zwischen dem B Zellrezeptor und PD-1 erfolgen, was durch die fehlende
Oberflachenexpression des BCRs dokumentiert wurde. Die funktionelle Bedeutung von
PD-1 fiir die Antikorpersuppression wurde durch Applikation des blockierenden
Antikorpers nachgewiesen. Dieser erhohte die Antikorperausschiittung durch eine
gesteigerte Anzahl Antikorper produzierender B Zellen sowie einer verstirkten Produktion
von Antikorpern pro B Zelle, auf das Niveau der WT Kontrolle. Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit dem Phénotyp PD-1 defizienter Miuse, die eine vergroflerte Milz sowie
erhohte Serumlevel an IgG2b und IgG3 besitzen.”'® Im Gegensatz dazu kann die PD-1
Blockade auch ein schiitzenden Effekt haben. Durch diese wird z.B. die Funktionalitét
suppressorischer CD8 T Zellen im Modell der ,,New Zeeland“ Méduse verbessert, was

2% Ahnlich gelagert ist auch die Beobachtung,

wiederum zu einem Schutz vor Lupus fiihrt.
dass PD-1 auf follikuliren T Helferzellen die Antikdrperproduktion und das Uberleben von
B Zellen gegen fremde Antigen fordert.””” Dies ist kein Widerspruch zu den hier
prisentierten Daten, da in unserem peripheren Toleranzmodell die regulatorischen T Zellen
gegen ein Selbstantigen und nicht gegen ein Fremdes gerichtet sind.

Mit der Verabreichung des PD-1 blockierenden Antikorpers ist die funktionelle Relevanz
dargelegt. Dass es sich hierbei nicht um einen unspezifischen Effekt handelt, wurde mit
Hilfe der Isotypkontrolle bewiesen. Allerdings wirkt der Antikdrper auf diese Weise
systemisch, so dass keine Riickschliisse auf die beeinflusste Zellpopulation gemacht
werden konnten. Erste Hinweise gaben die in vitro Experimente, denn das Fehlen von
PD-1 auf der B Zelle hob die Suppression der B Zellantwort wieder auf. Aber erst der
Transfer von PD-1 kompetenten bzw. nicht kompetenten B Zellen in NOH Maéuse

erbrachte den in vivo Beweis, dass PD-1 auf den B Zellen essentiell ist. Die hier gezeigten

Daten demonstrieren die Wichtigkeit von PD-1 auf B Zellen fiir eine organspezifische
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Toleranz, ob dieser Mechanismus auch bei systemischen Autoimmunerkrankungen eine
Rolle spielt, soll mit Hilfe von Knochenmarkchiméren untersucht werden. Hierfiir werden
letal bestrahle Méduse mit einem Gemisch aus WT und JHT (B Zell defizienten) oder einem
Gemisch aus PD-17" und JHT Knochenmarkszellen rekonstituiert. In den mit PD-1"" und
JHT Knochenmark rekonstituierten Mausen sind alle T Zellen sowohl als PD17 Variante,
als auch als WT Zellen vorhanden, wihrend B Zellen nur vom PDI1 defizienten
Knochenmark abstammen koénnen. WT/JHT Maéuse dienen als Kontrolle, dass die gesamte
Prozedur keinen Einfluss auf den Experimentausgang hat. Diese Méause werden dann auf
die Anfilligkeit gegeniiber B Zell vermittelter Autoimmunerkrankungen untersucht und
miteinander verglichen.

Als letzter Punkt in der Beweiskette musste nun noch sichergestellt werden, dass die PD-1
Liganden auf den Tregs zur B Zellsuppression bendtigt werden. Dieses wurde mit dem
Transfer von PDL-1 defizienten Tregs und der zusitzlichen Blockade von PDL-2
gewdhrleistet. Obwohl vor kurzem von Francisco und Kollegen dokumentiert wurde, dass
PDL-1 die Entwicklung und die Funktion von Tregs beeinflusst,”"> wiesen die Tregs in
dem vorliegenden etablierten Transfersystem keine Funktionsdefekte auf, da sie die
B Zellantwort im gleichen Umfang, wie PDL-1 kompetente Zellen supprimieren. Erst die
zusitzliche PDL-2 Blockade fiihrte zu einer Antikorperantwort vergleichbar mit der
Kontrolle. Dieses Ergebnis wird durch die Daten von Latchman et al. unterstiitzt, die
besagen, dass beide Liganden alleine hinreichend sind, um PD-1 zu aktivieren.”*” Eine
Beteiligung von endogenen Zellen der IgHEL Maus konnte durch die Einzelapplikation
des blockierenden Antikorpers ausgeschlossen werden. Ebenso konnte die abwegige
Erklarung, dass endogene Zellen PDL-2 benutzen, um die transferierten Tregs in einen
suppressiven Zustand zu versetzen, durch die PDL-2 Blockade in Kombination mit dem
Transfer von PDL1/2 kompetenten Tregs ausgeschlossen werden. Diese wéren in so einem
Szenario ebenfalls deaktiviert worden, was die unterdriickte Antikérperproduktion
widerlegt. PDL-2 wird auf PDL-1 kompetenten Tregs in nur geringen Mengen exprimiert,
aber auf PDL-1-defizienten Tregs hochreguliert. Da PDL-2 eine hohere Affinitdt zu PD-1
hat als PDL-1>°, sind geringere Mengen an PDL-2 fiir eine Suppression ausreichend.
Diese Daten deuten darauf hin, dass PDL-2 PDL-1 substituieren kann, wenn Bedarf

besteht.
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5.3 direkte Interaktion

Mit dem Nachweis, dass PD-1 auf den B Zellen und die Liganden auf den Tregs fiir die
Suppression essentiell sind, konnte noch nicht aufgeschliisselt werden, auf welcher Ebene
diese Interaktion stattfindet. So konnte der Suppression eine direkte B Zell Treg
Interaktion zu Grunde liegen oder die B Zellen werden iiber die Reduzierung einer
moglichen T Zellhilfe ausgehungert. CD4 Hilfe ist eine Grundvoraussetzung fiir die
Stimulation der Antikorperantwort,”” *** was in vitro durch die Zugabe von
stimulierenden anti-CD40 gewihrleistet wurde. Daher ist die Interaktion im in vitro
System klar als eine direkte Suppression definiert. In den letzten Jahren konnte in den
verschiedensten in vitro Systemen entweder die direkte Lyse oder ein direkt vermittelter
Effekt auf die Antikorpergeneration gezeigt werden.'®™ > % Allerdings blieben die
Fragen, ob diese Inhibition auch in vivo existiert und welcher Anteil ihr an der gesamten
Suppression zukommt, lange Zeit ungeklért. Es war schwierig ein Szenario zu entwickeln,
in dem Tregs B Zellen, aber nicht T Helferzellen supprimieren konnen. Dies wurde erst
jetzt durch die Identifizierung der Beteiligung von PD-1 moglich. Der Transfer von IgHEL
B Zellen in PD-1 defiziente NOH Maiuse ermoglichte die Analyse einer direkten
Interaktion. Hier ist die indirekte Suppression auller Gefecht gesetzt, weil die
T Helferzellen kein PD -1 Ligand-abhéngiges Signal von den Tregs empfangen konnen, da
sie PD-1 defizient sind. Auf diese Weise wurde in dieser Studie gezeigt, dass im Vergleich
zu den IgHELxPD-l'/' B Zellen die Immunantwort der kompetenten IgHEL B Zellen
beginnend mit dem Uberleben bis hin zur Antikdrperantwort direkt unterdriickt wurde.

Ein Stolperstein, der in die Interpretation mit einbezogen werden muss, ist die Tatsache,
dass PD-1-/- Méuse einen hyperproliferativen Phinotyp aufweisen.”'® Der Vergleich
beider IgHELxPD-l'/' Empfangergruppen sollte daher zu einer gleichen Anzahl
iiberlebender B Zellen fiihren, was jedoch nicht der Fall ist. Der Transfer in NOH Mause
resultiert in einer leicht erhohten Anzahl liberlebender B Zellen im Vergleich zu PD-1
defizienten NOH Maiusen. Diese Beobachtung verhindert allerdings nicht unsere
Schlussfolgerung, dass die PD-1 vermittelte Suppression CD4 T Zell-unabhéngig ist. Ganz
im Gegenteil, denn wenn die CD4" T Zellen in die PD-1 abhingige Suppression involviert
wiren, miisste die Anzahl iiberlebender IgHELXPD-17" B Zellen in der Gruppe, die in
NOHxPD-1"" Miuse transferiert wurde, erhoht sein und nicht in der NOH Gruppe. Daher

ist diese Suppression direkt vermittelt, PD-1 abhdngig und reduzierte die

Antikorperproduktion um bis zu 70% (Abb. 5.3-1). Verglichen mit der Gesamtsuppression,
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die durch Tregs vermittelt wird, umfasst der PD-1-abhingige Anteil ca. 65%. Der PD-1-
unabhidngige Anteil der Suppression wird wahrscheinlich indirekt vermittelt und damit

stehen diese Ergebnisse auch nicht im Widerspruch zu den vorangegangenen Studien, die

einen Einfluss der Tregs auf die T Zellhilfe demonstrieren.'”> **

T Helferzelle PDL-1/2 9 PD-1 Treg

<>

TCR

PDL-1/2

MHC-II GototetaI.P_NA52012

- verringertes Uberleben durch
induzierte Apoptose und
reduzierte Proliferation

PDL-1/2 PD-1

BCR

B Zelle

Abbildung 25: 5.3-1 Schematische Darstellung der direkten Suppression

Die direkte Suppression ist kein Artefakt in NOHxPD-1"" Méusen, denn weitere hier nicht
dargestellte Transferexperimente, bei denen IgHEL B Zellen und transgene Tregs in PD-1"
" Miuse transferiert wurden, ergaben die gleichen Resultate.

Die Daten der direkten Suppression werden von Lim und Kollegen unterstiitzt, die bereits
2005 eine Interaktion zwischen Tregs und B Zellen sowohl an der Grenze der T Zell-
B Zellzone als auch innerhalb der Keimzentren aufdecken konnten.'™ Kiirzlich wurde
CXCRS als Chemokinrezeptor identifiziert, der Tregs den Eintritt in die Keimzentren
ermoglicht.”” " Diese Beobachtung konnte auch von Dr. Isis Ludwig-Portugall in
unserem Transfersystem in IgHEL Miuse durch NOHxCXCR5™ Tregs bestitigt werden
(unverdffentlichte Daten). Jedoch sind weitere Experimente mit fluoreszenzmarkierten,
aufgereinigten antigenspezifischen Tregs notwendig, um den Ort der direkten Interaktion
in unserem Modell zu charakterisieren.

In diesem Zusammenhang soll auch die Frage gekldrt werden, an welchem Ort die

Induktion der Apoptose in den B Zellen stattfindet. Die Apoptoseinduktion war wéhrend
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der gesamten in vivo Studie nicht so markant, wie z.B. das Uberleben der B Zellen. Dies ist
wahrscheinlich auf das schnelle Abrdumen der toten Zellen in gesunden Individuen

.. . 24
zuriickzufiihren,**

was vor der Akkumulation grofer Mengen toten Materials schiitzt,
welche eine inflammatorische Reaktion induzieren konnte. Da Selbstantigene immer
prisent sind, kann auch eine langsame Apoptoseinduktion ausreichend sein, um die
periphere Toleranz aufrechtzuerhalten. Im Gegensatz zu der in vivo Apoptose, ist die
Induktion des programmierten Zelltods in vitro durch einen hohen Hintergrund (60%)
charakterisiert. Primdre B Lymphozyten sterben in vitro schneller als T Zellen®*' und die
apoptotischen Debri verbleiben in der Kulturschale. Daher konnen die in vitro Analysen
nur einen Hinweis erbringen, in welchen Kokulturen eine zusétzliche Apoptoseinduktion
(ab 60%) stattfindet. Dieser Hintergrund koénnte durch Zugabe von Uberlebensfaktoren wie
BAFF oder Zytokine wie IL-2 gesenkt werden. Diese konnen allerdings den Ausgang der
Kokultur beeinflussen, denn fiir IL-2 ist bereits gezeigt, dass es die Effekte des PD-1

Signalwegs auBer Kraft setzen kann**’, wodurch das in vitro System dann nicht mehr

auswertbar wire.

5.4 Einfluss von PD-1 auf die Antikorpersubklassen

Bei der Entscheidung, ob PD-1 einen Einfluss auf die Antikérpersubklassen besitzt,
miissen zwel unterschiedliche Ebenen analysiert werden. Erstens hat PD-1 einen Einfluss
auf das Mikromilieu in der Milz, dass durch die Zytokinausschiittung der T Helferzellen
reguliert wird. Und zweitens beeinflusst PD-1 die Reaktion der B Zellen auf ihr Umfeld.
Die Immunisierung mit OVA in Alum induziert in WT Maiusen eine starke Th2
Immunantwort, die durch eine IL-4 vermittelte Steigerung von IgGl und IgE
gekennzeichnet ist. In den vakzinierten NOH Maiusen hingegen wurde eine gesteigerte
IFN-gamma Konzentration in der Milz detektiert. Die Produktion von IFN-gamma durch
T Helferzellen in NOH Mdusen trotz PD-1 Blockade kann auf unterschiedliche Ursachen
zuriickzufiihren sein. Tregs konnten das durch die T Helferzellen induzierte Mikromilieus
nicht beeinflussen, was mit den Erkenntnissen von Fields et al. {ibereinstimmt, dass Tregs
die Reifung, aber nicht die Initiation der B Zellantwort inhibieren. Dem entgegen stehen
die Befunde von Stassen et al., dass voraktivierte Tregs die Entwicklung und die
Zytokinproduktion von Th2 Zellen unterdriicken.” In unserem System ist durch die

NOHxPD-1" klargestellt worden, dass die direkt Suppression unabhédngig von PD-1
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exprimierenden T Helferzellen ist. Daher ist es folgerichtig, dass auch die PD-1 Blockade
keinen Einfluss auf die CD4 T Zellen ausiibt. Bereits 1987 wurde von Snapper et al.
gezeigt, dass IFN-gamma einerseits die IgG1, 1gG2b und 1gG3 Produktion reduziert, aber
andererseits auch die IgG2a Antikorperantwort induziert,”” wodurch eine Thl
Immunantwort beschrieben wird. Die charakteristische Hemmung der IgG1, IgG2b und
[gG3 Produktion kann entsprechend des IFN-gamma Milieus auch in den NOH Maéusen
beobachtet werden. Zusétzlich sollte die Thl Antwort von einer gesteigerten IgG2a
Antikorpergeneration flankiert werden, dies ist jedoch in der vorgelegten Studie nicht der
Fall. Sie befindet sich auf dem Niveau der WT Kontrolle. Allerdings bleibt anzumerken,
dass die Antikorperlevel in einem immunsupprimierten Milieu detektiert werden, daher ist
ein vergleichbares Niveau zur WT Kontrolle einer Steigerung gleichzusetzen. In den
letzten Jahren wurden Hinweise auf eine Verwicklung von PD-1 bei der Entscheidung tiber
Antikorpersubklassen publiziert. So liegt in PD-1-defizienten Maéusen eine erhdhte
Produktion an IgG3, IgG2b und IgA*'® ' vor. Vor kurzem konnte PD-1 eine kritische
Rolle bei der Regulation der Antikorpervielfalt zur Aufrechterhaltung der Darmmukosa
zugeteilt werden.”'® In dem hier etablierten System kénnen die autoreaktiven B Zellen,
nach Zerstorung der peripheren Toleranz durch Treg Depletion, Antikdrperablagerungen
im Glomeruli induzieren, die dann eine Nierenfunktionsstorung nach sich ziehen
(unverdffentlichte Daten von Dr. Isis Ludwig-Portugall). Daher ist es wichtig, den
Antikorpersubtyp zu identifizieren, der die Antikorperablagerungen verursacht und zu
analysieren, ob dieser durch PD-1 reguliert wird. Fir den Menschen ist kiirzlich
beschrieben worden, dass 1gG3 mit der membranoproliferativen Glomerulonephritis und
IgG1 mit der membrandsen Nephropathie assoziiert sind.”** IgG1 genauso wie IgG2a und
IgG2b werden nach PD-1 Blockade und der damit verbundenen Unterbrechung der
peripheren Toleranz hochreguliert, was ein erster Hinweis auf eine Beteiligung an der
antikOpervermittelten Zerstorung der Niere sein kann. Untersuchungen von Nimmerjahn
und Kollegen legen eine Beteiligung von IgG2b nahe, denn IgG2b ist der Subtyp, der eine
nephrotoxische Nephritis induziert und durch Ausschalten des FcyR der Unterklasse IV

inhibiert werden kann.>*

Weitere Untersuchungen wie die Immunhistologie der
Subklassen in Treg depletierten oder PD-1 defizienten NOH Nieren sind notwendig, um
eine konkrete Aussage Uber die Beteiligung der einzelnen Subtypen zu treffen. Ein
weiterer Aspekt, der noch einer Erklarung bedarf, ist die Rolle von IFN-gamma bei der
Induktion von PD-1 bzw. seinen Liganden. In der vorliegenden Studie konnte noch nicht

definiert werden, durch welchen Stimulus PD-1 bzw. PDL-1/2 auf den jeweiligen Zellen
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hochreguliert wird. PD-1 kann einerseits auf B Zellen nach Interaktion mit T Zellen als
kostimulatorisches Molekiil hochreguliert werden. Andererseits besitzt IFN-gamma
ebenfalls einen Einfluss auf die PD-1 Expression. Dieser ist u.a. durch eine gesteigerte
IFN-gamma Produktion in PD-1"" Miusen charakterisiert.”*® Zusitzlich konnte
demonstriert werden, dass INF-gamma die PD-1 und die PDL-1 Expression auf T Zellen
reguliert.** *** Daher soll untersucht werden, ob durch den Zusatz von IFN-gamma
B Zellen zur Expression von PD-1 und Tregs zur Expression von PDL-1/2 angeregt

werden konnen, bzw. ob blockierende IFN-gamma Antikorper die Suppression autheben.

5.5 natiirliche vs. induzierte Tregs

Eine zentrale Frage, die experimentell in der vorliegenden Arbeit kaum angegangen wurde,
ist: Welcher Typ von regulatorischen T Zellen vermittelt die Suppression? Erste Analysen
von Heymann et al. demonstrierten, dass keine Anhaltspunkte fiir eine Expression des
Transgens im Thymus der NOH Miuse existieren.””’ Weiterhin konnte von Ludwig-
Portugall et al. gezeigt werden, dass OVA spezifische CD4 und CD8 T Zellen im
drainierenden Lymphknoten proliferieren.**® Grundlage der Proliferation ist die Expression
von Ova durch antigenprédsentierende Zellen. DCs sind in der Lage adaptive Tregs zu
induzieren. Ob solch eine Induktion in dem hier prisentierten in vivo Modell zum tragen
kommt, sollte mit Hilfe der Treg depletierten DO11.10xDEREG CD4 T Zellen untersucht
werden. OVA spezifische (KJ12-6") Foxp3® (GFP") T Zellen konnten nur im
drainierenden Lymphknoten detektiert werden, daher ist eine periphere Induktion der
antigenspezifischen Tregs wahrscheinlich. Die Depletion der Tregs mittels Diphteriatoxin
besal eine Effizienz von bis zu 95%. Dennoch ist es immer noch méglich, dass die Foxp3"
Tregs nicht induziert wurden sondern dass die restlichen 5% der regulatorischen T Zellen
proliferierten und im Lymphknoten akkumulierten. Zusétzlich ist in den in vifro Studien
noch die Expression von Helios in den Tregs untersucht worden. Der Grofteil der PDL-1"
und somit supprimierenden Tregs war Helios negativ (Daten nicht dargestellt), was gegen
natiirliche Tregs als Suppressoren sprach. Allerdings wird Helios als Marker fiir natiirliche
Tregs mittelweile kontrovers diskutiert, seit Gottschalk und Kollegen seine Expression
auch in induzierten Tregs nachweisen konnten.'*® Daher fehlt der formale Beweis, dass die
antigenspezifischen Tregs nicht im Thymus sondern im drainierenden Lymphknoten

entstehen. Hierzu wiirden NOHXCARMA1™”" Miuse bendtigt, denn CARMAL ist ein
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Transkriptionsfaktor, der nur in natiirlichen Tregs wihrend der Differenzierung im Thymus
angeschaltet wird."’” AnschlieBend konnte dann auch der Mechanismus der peripheren
Induktion mit seinen beteiligten Zellen, Zytokinen und Rezeptoren iiber die

entsprechenden ,.knock out* Mause niher untersucht werden.

5.6 Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen

PD-1, das iiber das PDCD1 Gen beim Menschen kodiert ist, scheint auch hier einen
Einfluss auf die Ausbildung antikdrpervermittelter Autoimmunerkrankungen zu besitzen.
Dokumentiert wird dies durch einen Einzelnukleotid-Polymorphismus, welcher zu einem
Funktionsverlust von PD-1 fiihrt, der arthritische und Lupus verwandte Symptome
auslost.”” Unter Einbeziehung der erhobenen Daten sind diese Symptome auf eine
fehlende PD-1 vermittelte Treg Suppression zuriickzufiihren. Diese These ist nur durch in
vitro Experimente mit Patienten B Zellen zu untermauern. Da dieser Polymorphismus
jedoch sehr selten vorkommt, wéren statistische Auswertungen sehr schwierig.

Der hier beschriebene Mechanismus der PD-1 abhingigen, direkten Suppression von
B Zellen bedingt auch Komplikationen fiir die anlaufenden Studien zu blockierenden PD-1
Antikérpern in Tumor- oder AIDS-Erkrankungen.”” **' Hier kénnte der hauptsichliche
Effekt, die Regulation supprimierter T Zellantworten, durch den unerwiinschten
Nebeneffekt der unkontrollierten AutoantikOrperproduktion iiberschattet werden. In der
SIV  Studie konnte bereits eine kleine Steigerung der Autoantikorperproduktion

: 251
nachgewiesen werden.”

Es ist nicht auszuschlieen, dass diese iiber einen lidngeren
Zeitraum der Gabe des blockierenden Antikorpers noch verstirkt wird, weil die PD-1
unabhidngigen Treg vermittelten Kontrollmechanismen auf langer Sicht nicht in der Lage
sind, grofBe Mengen autoreaktiver B Zellen in Schach zu halten.

In Bezug auf antikOrpervermittelte Autoimmunerkrankungen, die momentan noch durch
eine B Zell depletierende Antikorpertherapie behandelt werden, wiére eine Therapie mit
PDL-1 exprimierenden antigenspezifischen Tregs eine bessere Losung. Entsprechend dem
hier demonstrierten in vivo Modell wire der Transfer PDL-1 exprimierender
antigenspezifischer Tregs mit deutlich weniger Nebeneffekten assoziiert. Eine Therapie
mit antigenspezifischen Treg setzt voraus, dass die Antigene, die eine
Autoimmunerkrankung verursachen, bekannt sind, was leider noch nicht bei all diesen

Erkrankungen der Fall ist. Weiterhin miissten die Tregs funktionsfahiges PDL-1 stabil und

unabhidngig von Umgebungseinfliissen exprimieren. Jenes kann bis zum aktuellen
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Zeitpunkt nur iiber genetische Verdnderungen erzielt werden kann. Somit wiirde dieses
Verfahren in einer individualisierten Therapie enden. Zusammenfassend konnten wir in
dieser Studie einen wichtigen Toleranzmechanismus aufzeigen, der fiir zukiinftige

Therapien von Bedeutung ist.
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6. Zusammenfassung

Autoantikérper vermitteln verschiedene heterogene Autoimmunerkrankungen. Einerseits
spielen sie eine Rolle bei systemischen Erkrankungen wie Systemischer Lupus
Erythematosus (SLE). Sie konnen aber auch selektiv einzelne Organe betreffen wie z.B.
die Niere bei bestimmten Formen der Glomerulonephritis. Fiir zukiinftige Therapieansétze
wire es wiinschenswert, die autoreaktiven B Zellen gezielt kontrollieren bzw. eliminieren
zu konnen. Daher war es Ziel dieser Arbeit in dem NOH Mausmodell die B Zelltoleranz zu
analysieren und den zu Grunde liegenden molekularen Mechanismus aufzuschliisseln.
Regulatorische T Zellen supprimierten gewebespezifische, autoreaktive B Zellen, indem
sic deren Apoptose initileren, deren Proliferation hemmen und zusitzlich den
Isotypenwechsel der produzierten Antikorper kontrollieren. Diese Suppression erfolgte
antigenspezifisch und kontaktabhingig. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
regulatorische T Zellen notwendig und hinreichend sind, um die Autoantikdrperproduktion
von B Zellen zu hemmen. Hierzu induzierten Tregs die Expression von PD-1 auf B Zellen,
wohingegen die Expression anderer inhibitorischer Molekiile wie Fas oder der TGF-2
Rezeptor unbeeinflusst blieb. Die funktionelle Relevanz von PD-1 auf aktivierten B Zellen
konnte in vitro durch die Apoptoseinduktion nach Stimulation von PD-1 iiber ein
Antikorperfragment nachgewiesen werden. Unterstiitzend wurde in vivo demonstriert, dass
PD-1-defiziente im Vergleich zu -kompetenten autoreaktiven B Zellen der Suppression
durch Tregs entgingen. Die Vermittlung des inhibitorischen Signals erfolgte auf den
regulatorischen T Zellen {iber die PD-1 Liganden PDL-1 oder ersatzweise PDL-2, wobei
PDL-1 nach Aktivierung induziert wurde. Abschlieend konnte dargestellt werden, dass
fiir die PD-1 vermittelte Suppression der B Zellen keine intermediéiren PD-1" Zellen, wie
z.B. T Helferzellen benotigt werden. Aullerdem konnte iiber die Blockade von PD-1 und
die Depletion der regulatorischen T Zellen bewiesen werden, dass es sich hierbei nicht um
zwel parallel operierende Mechanismen handelt, da keine Synergie auftrat.
Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse eine direkte in vivo Suppression von
autoreaktiven B Zellen durch Tregs iiber PD-1 - PDL-1/2 und beschreiben damit die
Existenz eines vorher unbekannten peripheren B Zelltoleranzmechanismus gegen

gewebestdndige Autoantigene.
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