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Zusammenfassung 1"

Zusammenfassung

Die Priméare sklerosierende Cholangitis (PSC) ist eine chronisch rezidivierende
Entziindung der extra- und intrahepatischen Gallengange bislang unbekannter
Ursache, welche eng mit einer chronischen Kolitis assoziiert ist. Dabel weisen die in
der Leber von PSC-Patienten vermehrt vorkommenden T-Zellen einem Darm-Homing
Phanotyp auf, was zu der Hypothese fiihrte, dass im Darm aktivierte T-Zellen

ursachlich an der Pathogenese der PSC beteiligt sein konnten (Grant et a/., 2002).

Da die PSC meist erst in einem relativ fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert
wird, wurden fiir die Analyse der initialen Prozesse der Pathogenese transgene Mause
verwendet, die das Modellantigen Ovalbumin (OVA) spezifisch in den Cholangiozyten
exprimieren. Um in diesen Mausen die Rolle der enterohepatischen Migration fiir die
Induktion einer immunvermittelten Cholangitis naher zu charakterisieren, wurden
transgene OVA-spezifische CD8 OT-l T-Zellen mittels eines neu entwickelten,
Antigen-abhangigen Kolitis-Modells, einer transgenen OVA-Expression in Enterozyten
oder eines chronischen Kolitis-Modells im Darm aktiviert sowie eine transiente
intestinale Infektion dazu benutzt, das in Enterozyten exprimierte Modellantigen in

einen inflammatorischen Kontext zu bringen.

Die intra-rektale Applikation von OVA fiihrte zu einer Antigen-abhangigen
transienten Kolitis. Die so im Darm aktivierten OVA-spezifischen CD8 OT-| T-Zellen
differenzierten zu Effektorzellen und zeigten eine zum Teil Integrin o4 vermittelte
praferentielle Migration in die Leber, wo sie eine immunvermittelte Cholangitis
induzierten, wenn OVA in Cholangiozyten exprimiert wurde. Auch in Mausen, die das
Modellantigen OVA gleichzeitig in Diinndarm-Enterozyten und Cholangiozyten
exprimieren, kam es nach den adoptiven CD8 OT-lI T-Zell-Transfer zu einer
transienten Cholangitis, welche durch eine vorausgehende intestinale Sa/monella-
Infektion verstarkt wurde. In Mausen mit einer chronischen Kolitis kam es wie bei
PSC-Patienten zu einer starken Heraufregulation der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und
VCAM-1 auf den Leber-Endothelien sowie zu einer erhohten hepatischen Expression
von TNF-a, IL-18, CCL25 und CXCL10. Daneben fiihrte die erhohte Translokation
von Zytokinen wie TNF-a, IFN-y und |IL-6 aus dem Darm in das portalvenose Blut
zur Reifung von Dendritischen Zellen in der Leber, was die Induktion einer T-Zell-

abhangigen Cholangitis forderte.
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In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die Prasenz einer Kolitis mit der
Induktion einer Antigen-abhangigen Cholangitis im Mausmodell verkniipft, was darauf
hindeutet, dass die enterohepatische Migration im Darm aktivierter T-Zellen

ursachlich an der Pathogenese der PSC beteiligt sein konnte.
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Summary

Primary sclerosing cholangitis (PSC) is a chronic recurrent inflammation of the
extra- and intrahepatic bile ducts of hitherto unknown aetiology, which is closely
associated with chronic colitis. In patients with PSC, liver-infiltrating T cells display a
gut-homing phenotype, which lead to the hypothesis, that T cells activated in the gut

could be causally involved in the pathogenesis of PSC (Grant et a/., 2002).

Since PSC is usually diagnosed in an advanced stage, transgenic mice, which
specifically express the model antigen ovalbumin (OVA) in cholangiocytes, were used
to analyse the initial processes of pathogenesis. In order to characterize the role of
the enterohepatic migration for the induction of an immune-mediated cholangitis in
these mice, transgenic OVA-specific CD8 OT-I T cells were activated in the gut by
means of a newly developed, antigen-dependent colitis model, by transgenic OVA-
expression in enterocytes or by a chronic colitis model. Also a transient intestinal
infection was used, to bring the model antigen OVA expressed in enterocytes into an

inflammatory context.

The intra-rectal administration of OVA resulted in an antigen-dependent
transient colitis. The gut activated OVA-specific CD8 T cells differentiated into
effector cells and showed a partially o4 integrin-mediated, preferential migration to
the liver, where they induced immune-mediated cholangitis. In mice expressing the
model antigen OVA simultaneously in enterocytes and cholangiocytes, the adoptive
transfer of OVAos7064 specific CD8 T cells led to transient cholangitis, which was
aggravated by a preceding intestinal Sa/monella infection. As in the liver of PSC
patients, mice with chronic colitis showed a strong up-regulation of the adhesion
molecules ICAM-1 and VCAM-1 in endothelial cells, as well as increased hepatic
expression of TNF-a, [L-18, CCL25, and CXCL10. In addition the increased
translocation of cytokines such as TNF-a, IFN-y and IL-6 from the intestine into the
portal venous blood led to the maturation of dendritic cells in the liver, which

promoted the induction of T-cell-dependent cholangitis.

In this work, the presence of colitis was linked for the first time with the
induction of an antigen-dependent cholangitis in a mouse model, suggesting that the
enterohepatic migration of T-cells activated in the gut could be causally involved in

the pathogenesis of the PSC.
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1. Einleitung

1.1 Angeborene und adaptive Immunabwehr

Mit der Nahrung gelangen eine Vielzahl von potentiell pathogenen Bakterien,
Toxinen, Parasiten und Viren in den Korper. Bei der Vielzahl von Nahrungsbestand-
teilen und der komplexen Mikroflora, denen der Darm standig ausgesetzt ist, benotigt
der  Organismus ein  effektives Immunsystem, um sich gegen Invasion,
Gewebsschadigung oder systemische Infektion zu schiitzen. Dabei miissen die
vielfaltigen Nahrungsantigene toleriert, und es muss zwischen pathogenen und
apathogenen  Mikroorganismen unterschieden werden, um eine schadliche,

uberschieBende Immunreaktion zu vermeiden.

Die Erhaltung der Integritat der Schleimhaute erfordert das Zusammenwirken der
angeborenen und der adaptiven Immunitat. Die sofort einsetzenden Reaktionen der
phylogenetisch  alteren, angeborenen Immunitat umfassen Mechanismen wie
Opsonisierung, Aktivierung von Komplement- und Koagulationskaskaden, Phagozytose,
die Auslosung von pro-inflammatorischen Signalwegen und die Induktion von Apoptose.
Das adaptive Immunsystem beruht auf der klonalen Selektion und Expansion von
B- und T-Zellen, deren zufallig durch somatische Rekombination generierte Rezeptoren
ein bestimmtes auf Major Histocompatibility Complex (MHC)-Molekiilen prasentiertes
Antigen spezifisch erkennen. Dies erlaubt die Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses, beinhaltet allerdings eine mehrtagige Verzogerung, bis geniigend
Effektorzellen entstanden sind, um wirksam zur Immunabwehr beizutragen (Janssens

und Beyaert, 2003).

Sowohl fiir die angeborene Immunitat als auch das adaptive Immunsystem sind
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors: PRR), wie Toll-/ike-
Rezeptoren (TLR) und Nukleotid-bindende Oligomerisationsdomanen (NOD)-/ike-
Rezeptoren (NLR), von entscheidender Bedeutung. Sie erkennen konservierte
mikrobielle und virale Strukturen, aber auch bei Gewebszerstorung freigesetzte
korpereigene Signalmolekiile. Diese so genannten Pathogen-assoziierten molekularen
Muster (Pathogen Associated Molecular Pattern: PAMP) bzw. Gefahren-assoziierten

molekularen Muster (Danger Associated Molecular Pattern: DAMP) aktivieren
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Effektorzellen der angeborenen Immunitat wie Neutrophile, Granulozyten, natiirliche
Killer (Natural Killer. NK)-Zellen, aber auch professionelle antigenprasentierende Zellen
(Antigen Presenting Cells: APC) wie Makrophagen und dendritische Zellen (Dendritic
Cells: DC), die Mikroorganismen phagozytieren und prozessieren konnen (Medzhitov,

2007).

1.1.1 Antigenprasentation

Antigenprasentierende Zellen, insbesondere DC spielen eine Schliisselrolle dabei,
die angeborene Immunitat mit der adaptiven Immunabwehr zu verkniipfen. Sie expri-
mieren ein breites Repertoire von PRR, deren Signale zu einer weitreichenden
phanotypischen und funktionellen Veranderung der aktivierten DC fiihren. Aktivierte
APC initiieren die nachhaltige Expansion und Differenzierung Antigen-spezifischer
T-Zellen zu dem Stimulus angepassten Effektorzellen. Durch PAMP/DAMP-Kontakt
aktivierte DC zeigen eine verringerte phagozytische Kapazitat, gleichzeitig steigt die
Expression von MHC-Molekiilen, auf denen Peptide des prozessierten Mikroorganismus

prasentiert werden (Joffre et al/., 2009).

MHC-Molekile werden in MHC-I und MHC-II sowie nichtklassische MHC-I
Molekiile eingeteilt, auf denen Peptide intra- bzw. extrazellularer Herkunft CD8, CD4
oder NKT-Zellen prasentiert werden. Wahrend MHC-I Molekiile auf allen zellkern-
haltigen Zellen vorkommen, werden MHC-II Molekiile konstitutiv vor allem auf
professionellen APC, wie DC, Makrophagen und B-Zellen exprimiert und sind durch
pro-inflammatorische Zytokine auch auf nicht-professionellen APC, wie Fibroblasten,

Endothel- und Epithelzellen induzierbar (Neefjes et a/,, 2011).

Fir die Prasentation an CD8 T-Zellen werden intrazellulare Proteine durch das
Proteasom degradiert und im endoplasmatischen Retikulum auf MHC-I Molekiile
geladen, aber auch extrazellulare Proteine konnen auf MHC-I  Molekiilen
kreuzprasentiert werden. Daflir gibt es entsprechend der Art des extrazellularen
Antigens verschiedene Wege. So werden partikulare Antigene aus dem friihen
Phagosom auf MHC-I Molekiile geladen und losliche Antigene durch spezifische
Rezeptoren vermittelt endozytiert und aus dem frithen Endosom in den MHC-I

Prasentationsweg geschleust. Die Kreuzprasentation extrazellularer Antigene ist fiir die
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Erkennung viraler Infektionen, bei denen DC nicht selbst infiziert sind sowie bei der
Immunantwort gegen Tumorantigene und der Induktion peripherer Kreuztoleranz von

groBer Bedeutung (Neefjes et a/,, 2011).

Extrazellulare Proteine werden jedoch insbesondere tiber MHC-II an CD4 T-Zellen
prasentiert. Die extrazellularen Antigene gelangen dabei wie oben beschrieben in die
Zelle, werden jedoch anders prozessiert. Partikulare extrazellulare Antigene werden aus
dem spaten Phagosom auf MHC-II Molekiile geladen, wahrend losliche extrazellulare
Proteine durch Rezeptor-vermittelte Endozytose oder Pinozytose aufgenommen und
nach lysosomaler Prozessierung auf MHC-II Molekiile geladen werden (Burgdorf und

Kurts, 2008; Neefjes et a/,, 2011).

1.1.2 T-Zell-Aktivierung

Fir die vollstandige Aktivierung von T-Zellen bedarf es mehrerer Signale. Das
notwendige erste Signal zur Aktivierung einer naiven T-Zelle ist die Erkennung des auf
MHC-Molekiilen prasentierten spezifischen Antigens durch den T-Zell-Rezeptor (TCR).
Fiir die Proliferation, Differenzierung und das Uberleben der T-Zelle bedarf es weiterer
wichtiger Signale. Das zweite Signal wird von aktivierten DC durch die verstarkte
Expression co-stimulatorischer Molekiile, wie CD40, CD80 und CD86 vermittelt, die auf
der Seite der T-Zelle mit CD154 und CD28 interagieren und auch auf die DC
zurlickwirken. Als drittes Signal bestimmen von DC sezernierte Zytokine und die
Expression von Notch-Liganden die Differenzierung der T-Zelle (Amsen et al., 2004).
So ist Interleukin-12 (IL-12) ein wichtiger Mediator fiir die Initiation einer T-Helfer
(Th) 1 dominierten Immunantwort und die Entwicklung zytotoxischer T-Zellen,
wahrend die Sekretion von IL-4 und IL-10 eine Differenzierung Richtung Th2 und IL-6
und IL-23 in Richtung Tnl7 bewirken. Regulatorische T-Zellen werden insbesondere
durch 7umor Growth Factor (TGF)- induziert. Die Integration dieser 3 Signale durch
die T-Zelle bestimmt maBgeblich ihre vollstandige Differenzierung zu einer Effektorzelle,
fehlen die Signale 2 oder 3 fiihrt das zu einem inaktiven Zustand, wie Anergie und

Deletion oder einem regulatorischem Phanotyp (Hivroz et a/., 2012).

Die Reifung Dendritischer Zellen kann nicht nur iiber direkten PAMP/DAMP-

Kontakt ausgelost werden, sondern auch indirekt durch 7wmor Nekrose Faktor
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(TNF)-oc und Typ-I Interferone (IFN-a/B). Diese trans-aktivierten DC weisen ebenfalls
eine erhohte Expression von MHC-II und co-stimulatorischen Molekiilen auf, die von
ihnen aktivierten CD4 T-Zellen sind jedoch wegen eines unvollstandigen Signals 3 in der
Effektorfunktion lberwiegend eingeschrankt (Joffre et al/, 2009; Sporri und Reis e
Sousa, 2005). Auch fiir CD8 T-Zellen wird eine unvollstandige Aktivierung und fehlende
Effektorfunktionen beschrieben (Albert et a/, 2001; Curtsinger et al, 2003), es gibt
Jjedoch auch Hinweise, dass trans-aktivierte DC ohne CD4 T-Zell-Hilfe erfolgreich die
Differenzierung von CD8 T-Zellen zu zytotoxischen Effektorzellen induzieren konnen
(Kleindienst et al., 2005; Le Bon et al., 2003). Die Rolle der Transaktivierung bzw. des
Reifungszustands von DC fiir die Vermittlung von Immunitat oder Toleranz ist also

noch unklar.

1.1.3 T-Zell-Differenzierung

Die oben genannten verschiedenen Gruppen von T-Helfer-Zellen weisen
unterschiedliche Profile sezernierter Zytokine und Effektorfunktionen auf. Tpl-Zellen
produzieren [FN-y und TNF-o¢ und vermitteln eine zellulare Immunantwort
zytotoxischer CD8 T-Zellen gegen intrazellulare Infektionen und Tumorzellen, aber
auch autoimmune Erkrankungen (Walsh und Mills, 2013). Tp2-Zellen produzieren IL-4,
IL-5, IL-10 und IL-13, vermitteln eine humorale Immunantwort gegen extrazellulare
Infektionen und sind mit allergischen Reaktionen assoziiert (Walsh und Mills, 2013).
Thl7-Zellen produzieren IL-17A, IL-21 und IL-22, sind an einer Immunantwort gegen
extrazellulare Bakterien und Pilze beteiligt und sind an der Entstehung chronischer
Entziindungen und autoimmuner Erkrankungen beteiligt (Hammerich et a/., 2011; Lee
et al., 2012). Regulatorische T-Zellen produzieren IL-10 und TGF-B und sind essentiell
fir die periphere und orale Toleranz und der Beendigung von Immunreaktionen (Wing
und Sakaguchi, 2010). Zytotoxische CD8 Effektorzellen produzieren IFN-y und TNF-a,
setzen nach der Erkennung ihres spezifischen Antigens auf MHC-I ohne weitere
co-stimulatorische Signale Perforin und Granzyme frei und I6sen bei der Zielzelle mittels

Fas-Liganden Apoptose aus (Zhang und Bevan, 2011).
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1.2 Migration von Lymphozyten

1.2.1 Integrine und Adhasionsmolekiile

Die funktionelle Spezialisierung aktivierter CD4 und CD8 T-Zellen zeigt sich nicht
nur in den genannten Zytokinprofilen, sondern auch in der heterogenen Expression einer
Vielzahl von Selektinen, Integrinen und Chemokinrezeptoren, welche die Migration der
T-Zellen zu bestimmten Nischen in den lymphatischen Geweben oder in nicht-
lymphatische Gewebe zum Ort der Infektion und Entziindungen steuern. Der Austritt
aus dem Blutstrom erfolgt iiber hochendotheliale Venolen (High Endothelial Venules:
HEV) in einer kontrollierten Mehrschritt-Adhasionskaskade (Multistep Adhesion
Cascade). Diese Kaskade beginnt mit dem Selektin-vermittelten Kontakt zu stark
glykosylierten Liganden auf der GefaBwand, wodurch die Zelle gebremst wird und am
Endothel entlangrollt. Das langsame Rollen ermoglicht Interaktionen der G-Protein-
gekoppelten Chemokinrezeptoren mit auf dem Endothel immobilisierten Chemokinen,
welche die Zelle aktivieren und fiir eine Konformationsanderung der Integrine mit einer
hoheren Affinitat sorgen. Dadurch binden die Integrine der T-Zellen an vaskulare
Zelladhasionsmolekiile, wie /ntercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), Vascular Cell
Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) und Mucosal Vascular Addressin Cell Adhesion
Molecule-1 (MAdCAM-1), was zur festen Adhasion fiihrt. SchlieBlich kriecht die Zelle
an der GefaBwand entlang und transmigriert para- oder transzellular in das Gewebe

bzw. den Lymphknoten (Ley et a/., 2007).

Naive T-Zellen zirkulieren durch das Blut und die sekundaren lymphatischen
Organe, wie Lymphknoten und Milz, wofiir vorrangig L-Selektin (CD62L), der
Chemokinrezeptor CCR7 und das Integrin olLB2 (Lymphocyte Function-associated
Antigen. LFA-1) benotigt werden. Nach der Antigen-spezifischen Aktivierung der
T-Zelle durch DC, werden diese herunterreguliert und eine selektive Kombination von
Integrinen und Chemokinrezeptoren heraufreguliert, welche die T-Zelle an ihren Be-
stimmungsort leitet. Die Lokalisation und die Art der Infektion bzw. der Entziindung
werden dabei von der DC durch die Starke des TCR-Signals, die Co-Stimulation, die
sezernierten Zytokine und Faktoren des umgebenden Stromagewebes an die T-Zellen
tibertragen (Baaten et al/, 2013). Die fiir CD8 T-Zellen beschriebenen Adhdsions-

molekiile und ihre Liganden sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Adhisionsmolekiile muriner CD8 T-Zellen nach (Brinkman et al., 2013)

Adhasions _ Primarer _ .
B Expression _ Ligand-Expression
-molekiil Ligand
Integrin Niedria auf naiven. heraufredu Knochenmark, HEV, erhoht in
a4Bl liort aguf aktivierte,n T ZeIIer? VCAM-1 Darm, Lunge und Leber bei
(VLA-4) Entziindung
Integrin nleerg auf na|ve.n,. heraufre- MAdCAM-1 mLN, HEV der Peygrschen
o4B7 guliert nach Aktivierung Plaques und des Diinndarms
Integrin _ .
ht auf h f -

oER7 E(';t ai? T”?Zﬁ”éustra“e;eg“ E-Cadherin  Epithelien
(CD103) yp
Integri
ntegrin konstitutiv auf naiven und Postkapillare Venen, erhoht
olB2 aktivierten T-Zellen |CAM-1 bei Entziindun
(LFA-1) J

niedrig auf naiven, heraufregu- Hyaluron Bindegewebe, Endothel,
CD44 ecrng L J y Gehirn, erhoht bei Gewebe-

liert auf aktivierten T-Zellen saure .

schaden
E-Selektin- nicht auf naiven, heraufregu- E-Selektin niedrig auf HEV der Haut,
Ligand liert auf aktivierten T-Zellen erhoht bei Entziindung
. hoch auf naiven und Gedacht- HEV der Lymphknoten,

L-Selektin _ . . .
(CD62L) niszelltypen herunterreguliert PNAd erhoht auf entziindetem

auf aktivierten T-Zellen nicht-HEV Blutendothel
P-Selektin- niedrig auf naiven, heraufregu- P_Selektin niedrig auf HEV der Haut,
Ligand liert auf aktivierten T-Zellen erhoht bei Entziindung
Abkiirzungen: HEV, hochendotheliale Venolen; ICAM-1, /ntercellular Adhesion Molecule-1; LFA-1,

Leukocyte Function-associated Antigen-1;, MAdCAM-1, Mucosal Vascular Addressin Cell Adhesion

Molecule-1;

mLN, mesenteriale Lymphknoten;

Vascular Cell Adhesion Molecule-1; VLA-4, Very Late Antigen-4

PNAd, Peripheral Node Addressins, VCAM-1,

Aktivierte CD8 T-Zellen konnen eine Vielzahl an Chemokinrezeptoren exprimieren,

die dariiber hinaus (iberlappende Spezifitaten fiir mehrere Chemokine aufweisen. Dazu
gehoren CXCR3 (Chemokine (C-X-C motif) Receptor: CXCR), CXCR4, CXCR6 und
CCR1-10 (Chemokine (C-C motif) Receptor. CCR) (Brinkman et al., 2013), wobei fiir
in den mesenterialen Lymphknoten (mesenteric Lymph Nodes: mLN) aktivierte CD4
T-Zellen gegenliber peripher aktivierten insbesondere eine erhohte Expression von
CXCR3, CXCR6, CCR5, CCR6 und CCR9 gezeigt wurde (Stenstad et a/, 2006). Fir
die Migration von aktivierten T-Zellen in den Darm ist die Expression des Integrins
a4B7, welches an das exklusiv in den HEV des Darm-assoziierten lymphatischen

Gewebes (Gut Associated Lymphoid Tissue: GALT) exprimierte MAdCAM-1 bindet und
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die Expression von CCR9, dessen Ligand CCL25 (Chemokine (C-C motif) Ligand 25)
insbesondere im Diinndarm exprimiert wird, von groBer Bedeutung (Kunkel et a/., 2000;
Papadakis et a/, 2001). Da CCL25 nicht im Kolon exprimiert wird (Stenstad et al,
2007), sind hier statt CCR9 andere Chemokinrezeptoren wie CCR6 an der Migration
von T-Zellen beteiligt (Kwon et al.,, 2002; Teramoto et a/., 2005).

1.3 Immunologie des Darms

1.3.1 Physiologisches Gleichgewicht

Um den Korper vor der Vielzahl von potentiell pathogenen Bakterien, Toxinen,
Parasiten und Viren zu schiitzen, verfiigt der Verdauungstrakt iiber eine Reihe von
Abwehrmechanismen. Die wichtigste Barriere stellt die Schleimhaut dar, deren Schleim
zahlreiche fiir Mikroorganismen hochaffine Oligosaccharide, Immunglobuline (IgA, IgM)
und Defensine enthalt, die Pathogene an der Interaktion mit Epithelzellen hindern und
lysieren (Gallo und Hooper, 2012). Gleichzeitig entsteht eine Nische fiir die kommensale
Flora, welche die Ansiedlung und Vermehrung von Pathogenen durch Konkurrenz um
Rezeptoren und Nahrstoffe erschwert (Moncada et a/., 2003), aber auch direkt durch
Zellkontakt oder Metaboliten, wie kurzkettige Fettsauren, das mukosale Immunsystem
beeinflusst (Arpaia et a/., 2013; Cording et a/, 2013). Die eng durch Tight-Junctions
verbundenen Epithelzellen der Schleimhaut bilden nicht nur die wichtige physikalische
Barriere zum Darmlumen, neben der selektiven Aufnahme verdauter Nahrstoffe und der
Regulation der Flissigkeits- und Elektrolytabsorption und Sekretion sind sie ein aktiver
Teil des mukosalen Immunsystems. So fungieren Epithelzellen als nicht-professionelle
APC, die ohne entsprechende Co-Stimulation bei interagierenden CD4 T-Zellen
Toleranz vermitteln. Gleichzeitig exprimieren sie basolateral bzw. intrazellular PRR wie
TLR und NLR, womit sie auf die kommensale Flora reagieren und bei Zellschadigung
oder dem Eindringen von Pathogenen die angeborene Immunabwehr aktivieren konnen.
Unter normalen Umstanden dominieren Molekiile, die regulatorische oder Tn2-
Antworten fordern. Als Reaktion auf eine Schadigung lenken die dann sezernierten
Zytokine und Chemokine, wie TNF-o, I[L-6, IFN-y und CCL20 Neutrophile,
Makrophagen und DC zum Ort der Entziindung und bestimmen die Art der

Immunantwort. Zusatzlich zur direkten anti-mikrobiellen Aktivitat der immigrierten
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Lymphozyten, nehmen die lokal aktivierten professionellen APC Antigene auf,
prozessieren und transportieren sie Uber die Lymphbahnen zu den drainierenden mLN,

wo das adaptive Immunsystem instruiert wird (Trivedi und Adams, 2013).

Unter normalen Bedingungen migrieren myeloide DC (mDC) stetig vom Darm zu
den mesenterialen Lymphknoten. Diese DC nehmen auch apoptotische Enterozyten auf,
wobei sie ohne eine Entziindung nicht vollstandig aktiviert werden und keine Effektor-
Reaktionen induzieren, sondern die Toleranz gegeniiber endogenen Antigenen
aufrechterhalten (Huang et a/, 2000). Eine Verletzung oder Infektion fiihrt zur Frei-
setzung von PAMPs/DAMPs und Entziindungsmediatoren, welche die Reifung,
Antigenaufnahme und -prasentation von mDC beeinflussen und eine erhohte Migration
vom Gewebe in die Lymphknoten bewirken. Diese DC sind vollstandig aktiviert und
induzieren eine dem aktivierenden Stimulus angepasste Immunantwort (Reis e Sousa,
2006). Im Gegensatz dazu migrieren plasmazytoide DC (pDC) nicht zwischen Darm
und den drainierenden Lymphknoten, sondern sezernieren im entziindeten Gewebe vor
allem Typ-| Interferone und fordern die lokale Differenzierung FoxP3" regulatorischer
T-Zellen (Treg), die zusammen mit anderen Zellen Immunreaktionen im Darm
kontrollieren und die Toleranz gegeniiber Nahrungsantigenen, korpereigenen und

kommensalen Antigenen erhalten (Yrlid et a/., 2006).

Die Route, iiber die Antigene aus dem Lumen aufgenommen werden, ist fiir die
Suppression oder Auslosung einer Immunreaktion von groBer Bedeutung. Vor allem
|osliche Antigene werden iiber Epithelzellen oder intraepitheliale Makrophagen aufge-
nommen und iliber Exosomen oder in direktem Zellkontakt durch Gap-Junctions an
CD103" DC weitergeleitet (Mazzini et al., 2014). Diese DC reifen, migrieren iiber die
Lymphbahnen zu den mLN und induzieren dort unterstiitzt durch mesenteriale
Stromazellen mittels Retinolsidure und TGF-B bevorzugt FoxP3" regulatorische T-Zellen
(Cording et al., 2013). Retinolsaure ist dabei fiir das Einpragen der fiir die Migration in
den Darm wichtigen Molekiile o4B7 und CCR9 auf T-Zellen essentiell (lwata et al.,
2004), wobei die fiir die Umwandlung von Retinol (Vitamin A) in Retinolsdure
notwendigen Enzyme spezifisch in DC aus dem Darm exprimiert werden (Eksteen et a/.,
2009). Die induzierten Treg migrieren zurlick in den Darm, expandieren lokal in der

[L-10-reichen Lamina propria und vermitteln orale Toleranz sowohl im Darm als auch
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systemisch (Pabst und Mowat, 2012). Dagegen werden partikulare Antigene
iiberwiegend iiber spezialisierte Mikrofalten-Zellen (M-Zellen) aufgenommen und
professionellen APC in den Peyerschen Plaques vermittelt, wo eine angepasste

Immunantwort initiiert wird (Shao et a/., 2001).

Durch den Transport von Nahrstoffen und der moglichen Translokation von
Pathogenen tiber die Portalvene in die Leber, ist dort ein zweites Schutzsystem
erforderlich, um auf Antigene, die dem mukosalen Immunsystem entgehen, zu
reagieren. So ist die Leber wichtig fiir die Aufrechterhaltung der oralen Toleranz
gegeniiber Nahrungsantigenen, aber auch fiir Immunreaktionen gegen Pathogene,
welche die Leber direkt tber den Blutkreislauf oder lber die Gallengange erreichen

konnen (Pabst und Mowat, 2012).

1.3.2  Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Das GALT beherbergt den groBten Anteil der Lymphozyten des Korpers, die in
einem komplexen Gleichgewicht miteinander interagieren (Guy-Grand und Vassalli,
1993). Bei einer genetischen Pradisposition, in der die Bakterienerkennung, die
Autophagie, die epitheliale Barrierefunktion, die Differenzierung und Funktion von
T-Zellen oder die Bewaltigung von endoplasmatischem Retikulum Stress und oxidativen
Stress beeintrachtigt werden, kann es zu Storungen der Epithel- oder Immun-
homoostase und zu rezidivierenden oder chronischen Entziindungen des Darms kommen
(Abdullah et al, 2013). Dabei verandert sich die Zusammensetzung der kommensalen
Flora (Dysbiose), die dann entziindungsfordernd wirkt (Strober, 2013). So sind
insbesondere die bakterienreichen Abschnitte des Darms von chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (CED) betroffen - bei Morbus Crohn vor allem das terminale lleum
und das Kolon, bei Kolitis ulzerosa (Ulcerative Colitis: UC) nur das Kolon. Es kommt
zu einer Immunreaktion gegen Teile der bakteriellen Flora und gegen Autoantigene, die
bei Morbus Crohn zu einer diskontinuierlichen, segmentalen, transmuralen Entziindung
und bei Kolitis ulzerosa zu einer kontinuierlichen Entziindung vom Rektum bis zu
proximalen Kolonabschnitten fiihrt. Beide Erkrankungen gehen mit Durchfall,
Schmerzen, Fieber und Gewichtsabnahme bis hin zu Fatigue einher und werden mit

immunsuppressiven Medikamenten oder mit Antikorpern gegen Zytokine bzw.
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Migrations-vermittelnde Molekiile behandelt (Neurath, 2014). Auch Infektionen mit
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis, Clostridium difficile, Campylobacter sp.,
Salmonella sp. und einige Viren sind eng mit CED assoziiert und konnen die Entstehung
und Erhaltung der chronischen Entziindung begiinstigen und verstarken (Mann und
Saeed, 2012). In den HEV des Darms kommt es durch die ausgeschiitteten pro-
inflammatorischen Zytokine zu einer erhohten Expression der Adhasionsmolekiile
MAdCAM-1, VCAM-1 und ICAM-1, was die verstarkte Einwanderung von
Lymphozyten begiinstigt und bei einer Blockade durch Antikorper zur Verringerung der

Krankheitsaktivitat fithrt (Murphy et a/., 2012; Soriano et a/., 2000).

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen weisen bei einigen Patienten auch
extraintestinale Manifestationen auf, die Gelenke, Haut, Augen und die Leber betreffen
konnen. Wahrend die Erkrankungen der Haut und der Augen parallel zur
Entziindungsaktivitat im Darm verlaufen, zeigen die chronischen Entziindungen der
Leber teilweise eine vom Darm unabhangige Aktivitat und konnen noch auftreten, wenn
das entziindete Kolon bereits operativ entfernt wurde. Allen gemeinsam ist die massive

Infiltration mit Lymphozyten in den betroffenen Geweben (Adams und Eksteen, 2006).

1.4 Immunologie der Leber

1.4.1 Anatomie

Die Leber besitzt eine duale Blutversorgung, wobei sie den liberwiegenden Anteil
des Blutstromes iiber die Portalvene aus dem Darm erhdlt und ca. 25% aus der
Leberarterie stammt. Beide GefaBe verzweigen sich in den Portalfeldern und miinden in
das Kapillarsystem der Leber, die Sinusoide, wo Nahrstoffe ausgetauscht werden. Von
dort aus flieBt das Blut tber die Zentralvene zuriick in den systemischen Kreislauf.
Dabei ermoglicht der langsame Blutfluss in den engen Kapillaren einen Selektin-
unabhangigen Kontakt von Lymphozyten mit den sinusoidalen Endothelzellen der Leber
(LSEC) und regulierte Fenestrationen im Endothel erlauben direkte Interaktionen mit
den lokalen Makrophagen (Kupffer-Zellen), DC, Ito-Zellen und Hepatozyten (Thomson
und Knolle, 2010).
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1.4.2 Toleranz

Wie der Darm muss die Leber die konkurrierenden Anforderungen nach Toleranz
gegeniber Nahrungsantigenen und mikrobiellen Bestandteilen und der Immunabwehr
von Pathogenen gleichermaBen erfiillen. So fiihrt das durch hepatische Stromazellen
bestimmte lokale Mikromilieu zur Differenzierung von Monozyten zu tolerogenen DC,
die wenig MHC-II, co-stimulatorische Molekiile und kein IL-12 exprimieren, jedoch
[L-10, IL-27 und anti-inflammatorische Prostaglandine sezernieren und so die T-Zell-
Aktivierung und Proliferation unterdriicken bzw. die Polarisation von naiven T-Zellen zu
Th2 und Treg induzieren (Cabillic et al., 2006; Chen et a/., 2009; Rutella et a/., 2006).
Neben DC sind in der Leber vor allem LSEC und Kupffer-Zellen als APC aktiv und
maBgeblich an der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts von Toleranz und Immunitat

beteiligt.

Die in der Leber lokalisierten Kupffer-Zellen sind vor allem auf die Phagozytose
und Beseitigung partikularer, mikrobieller Antigene sowie apoptotischer Zellen speziali-
siert, wahrend LSEC vor allem kleinere Nahrungs- und bakterielle Bestandteile aus dem
portalvendsen Blut aufnehmen, um sie an die Hepatozyten weiterzugeben bzw. zu
beseitigen. Dazu exprimieren Kupffer-Zellen und LSEC eine Reihe von Mannose-,
Scavenger- und Fc-Rezeptoren. Entsprechend der kontinuierlichen Exposition mit
mikrobiellen Bestandteilen zeigen sie eine erhohte Toleranz gegeniiber TLR-Liganden,
einerseits vermittelt durch intrinsische Mechanismen der PRR-Signalwege, andererseits
auch durch die IL-10 reiche Umgebung (Biswas und Lopez-Collazo, 2009). So reagieren
Kupffer-Zellen auf Lipopolysaccharide (LPS) mit der Sekretion von IL-10, TGF-$ und
Prostaglandinen und tragen unter physiologischen Bedingungen als Hauptquelle dieser
anti-inflammatorischen Mediatoren zur Toleranzinduktion in der Leber bei (Knolle et
al., 1995; You et al, 2008). Daneben iiben LSEC eine besondere Funktion als APC
aus, indem sie die vom Darm kommenden |6slichen Antigene aufnehmen, prozessieren
und durch fehlende co-stimulatorische Signale oder inhibitorische Molekiile wie
Programmed Death-Ligand (PD-L) 1 in CD4 und CD8 T-Zellen funktionale (Kreuz-)
Toleranz vermitteln (Diehl et al/, 2008; Katz et al, 2004; Limmer et al, 2005;
Schurich et al/, 2010). Unter physiologischen Bedingungen flihrt die

Antigenprasentation von LSEC, Kupffer-Zellen und Hepatozyten zur
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Antigen-spezifischen Rekrutierung von CD8 T-Zellen und zur lokalen Toleranzinduktion

(Bertolino et al., 2001; Holz et al., 2010b; von Oppen et al., 2009).

1.4.3 Immunitat

Zur Elimination von ins Blut gelangten oder hepatotropen Pathogenen muss in der
primar tolerogenen Umgebung der Leber eine wirksame Immunabwehr initilert werden.
Die Hyporesponsivitat von Kupffer-Zellen kann durch direkten Kontakt mit Pathogenen
uber intrazellulare PRR, wie TLR3, TLR7 und TLR9, welche virale und bakterielle
Nukleinsauren erkennen, oder IFN-y iberwunden werden. Die so aktivierten Kupffer-
Zellen sezernieren pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine, wie TNF-o, IL-6 und
CCL2, CCL5, wodurch Neutrophile und DC aus dem Blut rekrutieren werden. Diese
helfen bei der Elimination des Pathogens bzw. konnen eine adaptive Immunantwort
initileren. Dariiber hinaus konnen Kupffer-Zellen selbst als APC fiir T-Zellen fungieren
und Uber die Prasentation von Lipidantigenen auf CD1d hepatische NKT-Zellen als
potente immun-modulatorische Effektorzellen aktivieren (Crispe et al, 2006;

Giannandrea et al.,, 2009; Matsuno et a/., 2002).

Neben ihren primaren metabolischen Hauptfunktionen sind Hepatozyten auch fiir
die Produktion vieler Akute-Phase-Proteine und Komponenten des Komplementsystems
verantwortlich, welche flir die Opsonierung von Pathogenen und fiir die angeborene
Immunabwehr von groBer Bedeutung sind (Jenne und Kubes, 2013). Dariiber hinaus
konnen Hepatozyten auch direkt naive T-Zellen aktivieren, da sie basolateral zu den
Sinusoiden gerichtet MHC-Molekiile und co-stimulatorische Molekiile exprimieren (Wahl

et al., 2008; Warren et al., 2006).

Pathogene konnen nicht nur lber das Blut, sondern auch tber den Gallengang
(Ductus choledochus) in die Leber gelangen. Somit bilden die mit Cholangiozyten
ausgekleideten Gallengange eine Fortsetzung der intestinalen Epithelbarriere. Sie haben
mit dem Darm einige Barriere-Funktionen gemeinsam, wie die Sekretion von IgA, die
Expression von PRR und das Vorkommen lokaler Epithel-assoziierter Lymphozyten und
DC. Als Reaktion auf pro-inflammatorische Zytokine oder TLR-Liganden exprimieren

Cholangiozyten Adhasionsmolekiile und Chemokine, wie CXCL12, CXCL16, CX3CL1
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und CCL28, und sind aktiv an der Rekrutierung von Lymphozyten und DC beteiligt
(Borchers et al., 2009; Fava et al., 2005).

1.4.4 Migration in die Leber

Die Leber-residenten Zellen beeinflussen die lokale Immunregulation nicht nur
durch ihre Funktion als APC, sondern auch durch die spezifische Rekrutierung von
bestimmten Lymphozyten-Populationen. Die Migration von Lymphozyten in die Leber
erfolgt dabei hauptsachlich tber die Portalvenen und die Sinusoide und wird durch die
Expression von Adhasionsmolekiilen und der Prasentation von Chemokinen auf den
Endothelzellen reguliert. Wahrend in den Portalvenen die Migration tiber die be-
schriebene Mehrschritt-Adhasionskaskade verlauft, entfallt in den engen Sinusoiden das
Selektin-abhangige Rollen am Endothel und Lymphozyten konnen direkt an den
Adhasionsmolekiilen haften (Wong et a/, 1997). Dabei werden die verschiedenen
Lymphozyten-Populationen selektiv liber unterschiedliche Adhasionsmechanismen, die
Integrine, Chemokinrezeptoren und auch andere Molekiile nutzen, in das nicht
entziindete oder entziindete Kapillarsystem der Leber rekrutiert. So werden
zirkulierende DC von Kupffer-Zellen iber C-Typ-Lektine aus dem Blut in die
hepatischen Sinusoide rekrutiert, wodurch der Pool der residenten DC kontinuierlich
erneuert wird und DC in die lymphatische Zirkulation eintreten konnen (Thomson und
Knolle, 2010). Fiir CD4 Thl-Zellen ist die Bindung lber das Integrin o4B1 an VCAM-1
in den Sinusoiden wichtig, wahrend fiir CD4 Tn2-Zellen das Vascular Adhesion Protein
(VAP)-1 iiberwiegt (Bonder et al., 2005). Aktivierte und naive CD8 T-Zellen migrieren
hauptsachlich mittels der Integrine ocL32 und o431 iiber die Adhasionsmolekiile ICAM-1
(Antigen-abhangig) und VCAM-1 (Antigen-unabhangig) in die Leber (Bertolino et a/,
2005; John und Crispe, 2004; Mehal et al, 1999). Als Chemokinrezeptoren sind fiir
CD8 T-Zellen CCR5, CCR6, CCRY und CXCR3, fiir CD4 Tpl-Zellen CCR5, CXCR3
und CXCRG6, und fir CD4 Th2-Zellen CCR4 und CCR8 von groBer Bedeutung, deren
spezifische Chemokin-Liganden entsprechend der jeweiligen inflammatorischen
Bedingungen in der Leber induziert werden konnen (Guidotti und lannacone, 2013; Oo

und Adams, 2010).
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Unter normalen Bedingungen weisen die portalen Endothelzellen und LSEC eine
niedrige basale Expression von ICAM-1 und VCAM-1 auf, welche bei einer Entziindung
durch Zytokine, wie TNF-o, IFN-y und IL-1B, stark ansteigt. Auch nicht-klassische
Adhasionsmolekiile, wie CD44, sind fiir die Migration von Lymphozyten in die Leber von
groBer Bedeutung. CD44 wird u.a. auf Monozyten, Neutrophilen und aktivierten
T-Zellen exprimiert und der primare Ligand Hyaluronan wird auf Leberendothelien durch
pro-inflammatorische Zytokine, wie TNF-a, induziert, wodurch mehr Lymphozyten in
die Leber einwandern konnen (McDonald et a/, 2008; Nandi et a/, 2000). Daneben
wird auf den Endothelien der Leber konstitutiv VAP-1 exprimiert, welches die Bindung
von Lymphozyten vermittelt und als aktives Enzym primare Amine deaminiert. Die
Aktivierung von VAP-1 auf dem Endothel fiihrt zusatzlich zu einer verstarkten
Expression von ICAM-1 und E-Selektin, was die Kapazitat zur Rekrutierung von
Lymphozyten mit den entsprechenden Liganden erhoht (Borchers et a/., 2009; Lee und
Kubes, 2008). VAP-1 konnte auch eine Rolle fiir das Auftreten von extraintestinalen
Manifestationen bei CED in der Leber spielen. So flihrt das in Zusammenhang mit der
gestorten intestinalen Barriere vermehrt ins portalvendse Blut translozierte VAP-1-
Substrat Methylamin zusammen mit dem erhohten TNF-ow Spiegel zu einer aberranten
Expression des Darm-typischen Adressins MAdCAM-1 in der Leber (Liaskou et al,
2011). Zusammen mit der erhohten Expression des CCR9 Liganden CCL25 in der
entziindeten Leber, ermdglicht dies die Migration von im Darm aktivierten T-Zellen in
die Leber, was ein moglicher Mechanismus fiir die Entstehung der Primaren

sklerosierenden Cholangitis sein konnte (Eksteen et a/.,, 2004; Grant et a/., 2001).

1.5 Primar sklerosierende Cholangitis

1.5.1 Pathologie

Die Primare sklerosierende Cholangitis (PSC) ist eine chronisch rezidivierende
Entziindung der extra- und intrahepatischen Gallengange bislang unbekannter Ursache,
die durch typische Zwiebelschalen-artige, fibrotische Verengungen der Gallengange eine
Cholestase hervorruft und im Verlauf zu Gallengangsatrophie, biliarer Zirrhose,
Gallengangskarzinom und Leberversagen fiihren kann. Dabei ist die PSC bei bis zu 80%

der nordeuropaischen Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen,
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insbesondere einer (milden) Kolitis assoziiert, wahrend ca. 2-7,5% der Patienten mit
Kolitis ulzerosa eine PSC entwickeln. Die Therapie der PSC ist schwierig, da immun-
suppressive Medikamente nur geringe Wirkung zeigen. Daher zielt die Behandlung der
PSC auf die Verzogerung der fibrotischen Veranderungen und die interventionelle
Aufweitung der Cholestase-verursachenden Strikturen ab, im fortgeschrittenen Verlauf
wird haufig eine Lebertransplantation als einzige lebensverlangernde MaBnahme
notwendig (Worthington und Chapman, 2006). Dariiber hinaus haben Patienten mit
PSC ein hohes Risiko fiir maligne Erkrankungen der Gallenwege, der Leber sowie des
Darms und der Bauchspeicheldriise, welche haufig die Todesursache darstellen

(Bergquist et al., 2002; Claessen et al., 2009).

1.5.2 Atiologie

Die enge Assoziation mit dem Vorhandensein einer Kolitis, das Auftreten von
Autoantikorpern und genomweite Assoziations-Studien legen nahe, dass die PSC eine
multifaktorielle  immunvermittelte Erkrankung mit genetischen und auBeren
Suszeptibilitatsfaktoren darstellt. So wurden u.a. genetische Varianten, welche die
Antigenprasentation auf MHC-I und MHC-II gegeniiber T-Zellen und NK-Zellen
betreffen, im Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor (KIR) und anderen die NK-Zell-
Funktion betreffenden Genen, im TNF-a Promotor, im Chemokinrezeptor CCR5, bei
ICAM-1 und bei Genen, welche die Gallensaure- und Cholesterin-Homoostase regu-
lieren, gefunden. Die geringe Uberschneidung mit bekannten Suszeptibilititsgenen von
CED weist dabei darauf hin, dass die bei PSC beobachtete Kolitis eine eigene
Subgruppe darstellen konnte (Pollheimer et a/, 2011a). Gleichzeitig gibt es auch
klinische Hinweise auf eine zusammenhangende Pathogenese zwischen Kolitis und PSC.
So ist, obwohl die Entziindung in der Leber oft eine von der Kolitis unabhangige
Aktivitat aufweist, die Abwesenheit einer aktiven Kolitis nach einer notwendig ge-
wordenen Lebertransplantation gegen ein Wiederauftreten der PSC von Vorteil, und
umgekehrt zeigt die Lebertransplantation einen positiven Einfluss auf die Aktivitat der

Kolitis (Cholongitas et a/., 2008; Jorgensen et al., 2012).

Dies fiihrte zur Leaky Gut-Hypothese, wonach die durch eine gestorte

Darmbarriere vermehrte Translokation von Bakterien bzw. bakteriellen Bestandteilen in
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die Portalvene in der Leber eine entziindliche Reaktion an den Gallengangen induzieren
konnte. Die eindringenden Bakterien konnten Kupffer-Zellen und Monozyten zur
Sekretion von Zytokinen und Chemokinen stimulieren, was eine Cholangitis auslost und
Wundheilungsprozesse aktiviert, welche zu der charakteristischen konzentrischen
periduktularen Fibrose fithren (O'Mahony und Vierling, 2006). Die Ergebnisse
verschiedener tierexperimenteller Studien, die eine bakterielle Uberbesiedlung des
Dinndarms, bakterielle Produkte und eine erhohte intestinale Permeabilitat mit PSC-
ahnlichen Auswirkungen in der Leber verbanden, unterstiitzen diese Hypothese
(Pollheimer et al., 2011a), und in klinischen Studien konnte ein positiver Effekt einer
zusatzlichen Antibiotikabehandlung fiir PSC-Patienten festgestellt werden (Tabibian et
al., 2013). Unklar bleibt dabei, inwieweit eine transiente Translokationen von Bakterien
und bakteriellen Bestandteilen, eine CED-assoziierte Dysbiose oder eine durch
genetische  Pradispositition bestimmte  iiberschieBende  Immunreaktion  der

Cholangiozyten die Entziindung erhalten und verstarken.

Nicht alle Symptome der PSC sind jedoch durch die Leaky Gut-Hypothese
erklarbar, insbesondere der trotz enger Assoziation von PSC und Kolitis voneinander
unabhangige Krankheitsverlauf. Nach der alternativen Gut Lymphocyte Homing-
Hypothese konnten urspriinglich im GALT aktivierte langlebige Gedachtnis-T-Zellen in
die Leber migrieren und eine Cholangitis auslosen (Grant et a/., 2002). So weisen bei
PSC-Patienten ca. 20% der infiltrierenden T-Zellen das Integrin «4B7 und den
Chemokinrezeptor CCR9 auf, wahrend auf den Endothelien der entziindeten Leber
MAdCAM-1 und CCL25 exprimiert werden (Eksteen et a/., 2004; Grant et a/., 2001).
Dariiber hinaus werden auf den portalen und sinusoidalen Endothelzellen bei PSC und
Primarer biliarer Zirrhose die Adhasionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 stark
hochreguliert (Borchers et al.,, 2009). Fiir die intrahepatische Migration der T-Zellen zu
den Gallengangen konnte die erhohte Expression von VCAM-1 und Chemokinen durch
aktivierte Cholangiozyten verantwortlich sein, welche durch PAMPs/DAMPs und

pro-inflammatorische Zytokine induzierbar sind (O'Mahony und Vierling, 2006).

Es ist unklar, durch welchen Ausloser die aberrante Expression von MAdCAM-1
und die Aktivierung der Cholangiozyten hervorgerufen wird, da die PSC meist erst in

einem relativ fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird. Wenige immunhistologische
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Untersuchungen frither PSC-Stadien zeigen diffuse, gemischte Zellinfiltrate aus
Lymphozyten, Plasmazellen und Neutrophilen an den Gallengangen. Mit dem
Fortschreiten treten die entziindlichen Infiltrate in den Hintergrund, und eine Kombi-
nation aus portalen Fibrosen und Odemen, lokal proliferierenden Cholangiozyten
(Ductular Reaction) und eine Verringerung der Anzahl der Gallengange dominieren das
Bild. Die initiale Immunreaktion konnte durch eine Infektion oder eine transiente Uber-
schwemmung mit PAMPs/DAMPs ausgelost werden und bei genetischer Disposition in
eine chronische Entziindung iibergehen (Pollheimer et a/., 2011a). So wurden bei PSC-
und UC-Patienten gehauft Antikorper gegen intrazellulare Bakterien, wie Chlamydia sp.
und Helicobacter sp. nachgewiesen, die in der Pathogenese eine Rolle spielen kdonnten

(Ljungh und Wadstrom, 2002; Mann und Saeed, 2012; Ponsioen et a/., 2002).

1.6 Dysbiose durch Infektion

1.6.1 Kolonisierungsresistenz

Die in einem komplexen dynamischen Gleichgewicht stehende mikrobielle
Darmflora hindert Pathogene daran, sich im Darm des Wirtes zu vermehren und anzu-
siedeln, was als Kolonisierungsresistenz bezeichnet wird. Dabel zeigen Entziindungen
des Darms deutliche Auswirkungen auf die Zusammensetzung der Darmflora. So fiihren
chronische Kolitis-Modelle in Mausen, ausgelost durch eine Infektion mit Citrobacter
rodentium oder durch oral appliziertes Natriumdextransulfat (DSS), zu einer drastischen
Verschiebung der bakteriellen Dichte der dominanten Bakterienklassen. Wahrend
tberwiegend anaerobe Bakterienfamilien eliminiert werden, konnen sich fakultativ
aerobe Bakterien, insbesondere Enterobacteriaceae wie E. coli, ausbreiten, gegen die
vorher eine natirliche Kolonisierungsresistenz bestand (Lupp et a/, 2007). Diese
Dysbiose der Darmflora in Richtung fakultativ aerober Bakterien wird auch bei
Patienten mit CED beobachtet und scheint die Entziindung zu fordern (Manichanh et
al., 2012).

1.6.2 Salmonella typhimurium

Um die Kolonisierungsresistenz zu uberwinden, nutzt auch das entero-pathogene

Bakterium Salmonella enterica spp. enterica Serovar typhimurium kurz Sa/monella
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typhimurium (Sm) die Entziindungsreaktionen des Wirtes zur Modulation der Darm-
flora. Salmonella typhimurium gehort zur Familie der Enterobacteriaceae und ist ein
Gram-negatives, peritrich  begeiBeltes, stabchenformiges, fakultativ anaerobes
Bakterium, das nach oraler Infektion iiber die M-Zellen in die Peyerschen Plaques
eindringt und vor allem Makrophagen und DC infiziert. Daneben konnen auch Entero-
zyten direkt infiziert werden (Raupach und Kaufmann, 2001). Die Invasion der Mukosa
wird durch TLR und NLR detektiert, wodurch die NLRC4- und NLRP3-Inflammasomen
in den infizierten Zellen aktiviert und CXC-Chemokine sowie pro-inflammatorische
Zytokine, wie IL-1B, IL-18, IL-12 und IL-23 freigesetzt werden. Diese aktivieren NK-
Zellen, rekrutierte Neutrophile und Makrophagen und induzieren die Differenzierung von
Trhl/Trhl7 CD4 T-Zellen und CD8 Effektorzellen, welche bakterizide Stickoxid- und
Sauerstoff-Radikale produzieren sowie weitere Zytokine wie IFN-y, TNF-a, IL-17 und
IL-22 sezernieren (Broz et al, 2012). Die Enterozyten reagieren darauf mit der
verstarkten Expression von antimikrobiellen Peptiden, welche mit einem veranderten
luminalen Redoxpotenzial einen dominanten Anstieg der Enterobacteriaceae-Population
bewirken, in der sich Salmonella typhimurium mit spezifischen Anpassungen an die
Wirtsabwehr eine Nische schafft. Avirulente Mutanten, die keine Entziindung induzieren
konnen, werden hingegen rasch von der normalen Darmflora verdrangt (Behnsen et a/,
2014; Santos, 2014; Stecher et al, 2007). Die zur Bekampfung des Pathogenes
notwendigen Entziindungsreaktionen fiihren durch eine erhchte Apoptose (Pyroptose)
von Enterozyten auch zu einer Gewebsschadigung, wodurch die intestinale Barriere

wahrend der Regenerationsprozesse zusatzlich gestort wird (Broz et al., 2012).

Insgesamt konnte die Infektion also die Entstehung von Autoimmunitat
beglinstigen: durch den erhohten Epithelzellumsatz gelangen vermehrt Autoantigene der
absterbenden Zellen in die Prasentationsmaschine der APC, wobei die (infizierten) APC
gleichzeitig durch eine Vielzahl von endogenen DAMPs und exogenen mikrobiellen
PAMPs  potente  Reifungssignale erhalten und  Effektorzellen  lokal ein
pro-inflammatorisches Zytokinmilieu erzeugen. Diese drei essentiellen Signale konnten
die Differenzierung autoimmun (kreuz-) reagierender T-Zellen zu Effektor- und
langlebigen Gedachtniszellen induzieren, wie sie fiir die Entstehung der PSC in der Gut

Lymphocyte Homing-Hypothese postuliert werden.
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1.7 Mausmodelle

1.7.1 Cholangitis-Modelle

Das Fehlen effektiver medikamentoser Therapiemaoglichkeiten der PSC ist auch ein
Ausdruck des noch immer begrenzten Verstandnisses der Pathogenese. Daher sind neue
Tiermodelle fiir die Evaluation von Modellen der Pathogenese und fiir die Entwicklung
neuer Therapieoptionen von groBer Bedeutung. Die bisherigen Tiermodelle bilden
jeweils unterschiedliche mogliche Pathogenitatsfaktoren ab, wie eine toxisch wirkende
(veranderte) Gallenfliissigkeit, eine dysfunktionale T-Zellantwort auf einen exogenen
Ausloser, eine gesteigerte intestinale Permeabilitat oder eine direkte Zellschadigung der
Cholangiozyten. Die primare Schadigung der Cholangiozyten kann chemisch, durch
Infektion, durch Knockout einzelner protektiver Faktoren, durch bakterielle Bestandteile
der Darmflora bzw. Kolitis oder durch ischamische Schaden des Gallengangsepithels
bzw. des Leberendothels ausgelost werden, die sekundare Ductular Reaction der
aktivierten Cholangiozyten fiihrt dann bei genetischer Pradisposition zu einer

chronischen Entziindung (Pollheimer et a/., 2011f).

Zur Immunbiologie von Cholangitiden sind Studien mit IL-2-Rezeptor-a- Knockout-
Mausen oder mit dominant negativen TGF-Bll-Rezeptor transgenen Mausen
hervorzuheben, die zeigen, dass insbesondere CD8 T-Zellen in diesen Modellen mit einer
gestorten T-Zell-Regulation fiir die Induktion einer Cholangitis von Bedeutung sind
(Hsu et al, 2009; Yang et al., 2008). In diesen Modellen dominieren unterschiedliche
Zytokine bzw. T-Zellen die Entstehung von Kolitis und Cholangitis. Wahrend die
spontan auftretende Kolitis hauptsachlich durch [L-6 und [IL-23 induzierte CD4
Trl7-Zellen ausgelost wird, fordern IL-12 induzierte Thl Zytokine die Cholangitis
(Ando et al., 2012; Zhang et al., 2010).

Ein Antigen-spezifisches Cholangitis-Modell sind die OVA-Bil Mause, welche
parallel zu den in unserer Arbeitsgruppe entwickelten ASBT-OVA Mausen entstanden
(Buxbaum et al, 2006; Derkow et al, 2007). Durch den Co-Transfer von OVA-
spezifischen CD4 (4-10° OT-Il) und CD8 (10-10° OT-1) T-Zellen wird in OVA-BIl
Mausen eine transiente Cholangitis ausgelost, die bei einem Transfer von 5-10° OT-I

T-Zellen deutlich schwacher ausfallt. Wie in ASBT-OVA Mausen ist die ausgeloste
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Cholangitis jedoch nicht chronisch, es entstehen keine fibrotischen Veranderungen und
die Cholangitis ist nicht mit einer Kolitis assoziiert. Trotzdem sind diese Modelle fiir die
Untersuchung der frilhen immunvermittelten Prozesse in der Pathogenese von

Cholangitiden von groBem Wert.

In den bisherigen Modellen werden die in Abschnitt 1.5.2 in der Gut Lymphocyte
Homing-Hypothese zusammengefassten Befunde von PSC-Patienten, die zeigen, dass
im GALT aktivierte T-Zellen in den periportalen Infiltraten vermehrt vorkommen, nicht
abgebildet. So ist insbesondere die Rolle der enterohepatischen Migration von im Darm

aktivierten T-Zellen noch unklar.

1.7.2 Kolitis-Modelle

Kolitiden konnen bei einer genetischen Pradisposition durch Storungen der Epithel-
oder Immunhomoostase entstehen, die meist durch Bestandteile der intestinalen Flora
gefordert werden. Die vielfaltigen Tiermodelle bilden dabei entsprechend der klinischen
Heterogenitat von CED folgende Aspekte ab: Schaden der Epithel-Integritat und —
Permeabilitat, Mangel in Zellen des angeborenen Immunsystems oder Fehler in Zellen
des adaptiven Immunsystems. In den meisten Modellen wird die Entziindung des Darms
chemisch, durch eine Infektion mit einem Enteropathogen, durch Immunzell-Transfer
oder durch Gen-Targeting ausgelost und tritt selten spontan auf (Wirtz und Neurath,

2007).

Eine akute sowie chronische Kolitis kann in Mausen durch die repetitive Gabe von
polymerem Natriumdextransulphat (DSS) im Trinkwasser chemisch induziert werden
(Okayasu et al., 1990). Dabei komplexiert das Polymer im Kolon mit mittelkettigen
Fettsauren und wirkt durch die Fusion dieser Mizellen mit der Zellmembran direkt
toxisch auf die Enterozyten der Basalkrypten, wodurch die intestinale Barriere
geschadigt wird (Laroui et al, 2012). Die akute Phase ist von T- und B-Zellen
unabhangig und wird liberwiegend durch Zellen des angeborenen |Immunsystems
bestimmt, welche mittels PRR das Eindringen der intestinalen Flora begrenzen (Wirtz

et al., 2007).

Der Einfluss einer chemisch induzierten Kolitis auf die Entstehung einer Cholangitis

ist bisher wenig untersucht. In einer Studie zeigten nach einer vier-wochigen akuten
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DSS-Kolitis ca. ein Drittel der Mause ein mononukleares Infiltrat an den Gallengangen
und einen Anstieg von Trl CD4 T-Zellen in der Leber (Numata et a/, 2004). Fir die
haufige klinische Assoziation von PSC mit chronischer Kolitis existiert bisher jedoch

noch kein Tiermodell.

1.7.3 Infektionsmodell

Die initiale Storung der Immunhomoostase konnte auch durch eine transiente
Infektion und der damit einhergehenden Freisetzung von PAMPs und DAMPs ausgelost
werden. Daher wird als gut definiertes Modell fiir ein intrazellular replizierendes, entero-
pathogenes Bakterium ein attenuierter Sa/monella typhimurium Stamm verwendet, der
durch eine Deletion des Gens AroA auxotroph fiir aromatische Aminosauren ist. Da die
benotigten Aminosauren im Wirt nicht frei vorkommen, ist die Virulenz dieses Stammes
unter Beibehaltung der Immunogenitat stark reduziert. Wegen der beschriebenen
Praferenz fiir Makrophagen und DC wird dieser Stamm haufig als Vektor fiir DNA-
Vakzine verwendet, um durch den starken PAMP/DAMP-Stimulus eine liberwiegend
Trl CD4 und CD8 T-Zell-vermittelte Immunantwort gegen die transferierten Antigene
aus Pathogenen oder Tumoren zu induzieren (Darji et al., 1997; Michael et al., 2004).
Hier soll eine transiente Infektion dazu benutzt werden, die Reifung von APC zu
induzieren und so im Darm transgen exprimierte Selbstantigene in einen

inflammatorischen Kontext zu bringen.
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2. Fragestellung

Angesichts der engen Integration des mukosalen Immunsystems mit dem der
Leber und der gemeinsamen Exposition gegeniiber Antigenen aus dem Darmlumen,
kann die Leber inshesondere von immunvermittelten Darmerkrankungen beeinflusst
werden. So ist das Auftreten einer PSC eng mit einer chronischen Kolitis assoziiert.
Patienten mit PSC weisen in den periportalen Infiltraten vermehrt T-Zellen mit einem
Phanotyp auf, der auf eine urspriingliche Aktivierung im GALT hinweist, und expri-
mieren auf  den Endothelien  verstarkt  die  dazu korrespondierenden
Zelladhasionsmolekiile und Chemokine. Dies fiihrte zu der Gut Lymphocyte Homing-
Hypothese, dass im GALT aktivierte T-Zellen ursachlich an der Pathogenese der PSC

beteiligt sein kdnnten (Grant et a/., 2002).

Da die PSC meist erst in einem relativ fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert
wird, ist es unmoglich, die initialen Prozesse am Menschen zu untersuchen. Daher
sollten in der vorliegenden Arbeit die Teilaspekte der Erkrankungssituation beim
Menschen mit Hilfe verschiedener Mausmodelle nachgebildet werden. Dazu wurden in
der Arbeitsgruppe geschaffene transgene Mause verwendet, die das Modellantigen
Ovalbumin (OVA) spezifisch in den Cholangiozyten exprimieren. In diesen werden
adoptiv transferierte transgene CD8 T-Zellen, welche einen fiir OVAos7-264
spezifischen T-Zell-Rezeptor exprimieren, lokal aktiviert, was jedoch nicht zu einer
messbaren Entziindung in der Leber fiihrt (Derkow et a/, 2007). In diesem Modell
kann untersucht werden, welche Faktoren potentiell autoimmune CD8 T-Zellen in die
Lage versetzen, eine immunvermittelte Cholangitis auszulosen. Dabei sollte
inshesondere die Rolle der enterohepatischen Migration im Darm aktivierter T-Zellen
naher charakterisiert werden. Dazu wurden ein neu entwickeltes, Antigen-abhangiges
Kolitis-Modell, eine transgene Antigen-Expression in Enterozyten, sowie ein
chronisches Kolitis-Modell herangezogen, welche eine lokale Aktivierung von T-Zellen
im Darm ermoglichen. Dartiber hinaus wurde eine transiente intestinale Infektion dazu
benutzt, die Reifung von APC zu induzieren und so im Darm transgen exprimierte
Selbstantigene in einen inflammatorischen Kontext zu bringen. Folgende

Fragestellungen wurden im Einzelnen untersucht:
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Fihrt die lokale Applikation eines exogenen Antigens in das Kolon zur

Aktivierung von CD8 T-Zellen im GALT und zu einer Antigen-abhangigen Kolitis?

Migrieren im GALT aktivierte CD8 T-Zellen in die Leber und konnen diese dort

Antigen-abhangig eine immunvermittelte Cholangitis auslosen?

Welche Auswirkungen hat eine chronische Kolitis auf die Prasentation eines in
der Leber transgen exprimierten Selbstantigenes und auf die enterohepatische

Migration von im GALT aktivierten T-Zellen?

Ist die gleichzeitige, transgene Expression eines Selbstantigenes im Darm und in
der Leber hinreichend, um durch CD8 T-Zellen Antigen-abhangig eine

immunvermittelte Cholangitis auszulosen?

Fihrt die Prasentation eines im Darm transgen exprimierten Selbstantigenes
unter den inflammatorischen Bedingungen einer Infektion zu einer veranderten
Aktivierung von T-Zellen und bei gleichzeitiger Expression des Selbstantigenes in der

Leber zu einer immunvermittelten Cholangitis?
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3. Ergebnisse

3.1 Modell einer Antigen-abhangigen Kolitis in Mausen: OVA-Kolitis

3.1.1 Experimentelles Model/

Um die Hypothese untersuchen zu konnen, dass im Darm aktivierte T-Zellen an
der Entstehung einer immunvermittelten Cholangitis beteiligt sind, musste ein
Antigen-abhangiges Kolitis-Modell in Mausen etabliert werden, das es ermdglicht, eine
lokale Aktivierung von CD8 T-Zellen im Kolon und GALT zu erzielen. Dazu wurde
zunachst die Darmschleimhaut durch die rektale Gabe von Ethanol gestort. Die vor
der bakteriellen Flora schiitzende Schleimschicht wird dabei voriibergehend soweit
reduziert, dass die nachfolgend rektal applizierten Antigene Ovalbumin (OVA) bzw.
als Kontrolle Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin: BSA) in direkten Kontakt
mit der Epithelzellschicht treten konnen. Zum gleichen Zeitpunkt wurden naive OT-I
CD8 T-Zellen intravenos injiziert. Diese OT-l T-Zellen exprimieren einen transgenen
T-Zellrezeptor, welcher im Kontext des MHC-I Allels H-2K® fiir das von Ovalbumin

abgeleitete Peptid OVA2s7-264 spezifisch ist (Clarke et a/., 2000).

3.1.2 Proliferation

Zunachst wurde untersucht, ob die adoptiv transferierten naiven OT-I CD8
T-Zellen durch das rektal applizierte Antigen /n vivo aktiviert wurden. Als erstes
Zeichen der T-Zellaktivierung wurde nach 48 Stunden die Proliferation der
transferierten OT-I T-Zellen iberpriift. Dazu waren die OT-I T-Zellen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein-succinimidylester (CFSE) markiert, der bei
einer Zellteilung gleichmaBig auf die Tochterzellen verteilt wird. Die damit verbundene
Verringerung des Farbstoffgehalts pro Zelle geht mit einer entsprechenden
Verringerung der Fluoreszenzintensitat einher und wurde durchflusszytometrisch
bestimmt. Bei OT-I T-Zellen aus OVA-behandelten Mausen zeigte sich das fiir
Proliferation charakteristische Fluoreszenzprofil mit einer mehrgipfligen Verteilung,
wahrend bei OT-|I T-Zellen aus BSA-behandelten Mausen ein einzelner Gipfel mit
hoher Fluoreszenzintensitat detektiert wurde (Abb. 1A). Die transferierten OT-I

T-Zellen wurden demnach /n vivo aktiviert und proliferierten in den mLN, in der Milz
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sowie in der Leber von OVA-behandelten Mausen jedoch nicht in BSA-behandelten

Mausen.

3.1.3 Effektorzytokine

Das zweite wichtige Merkmal von CD8 Effektorzellen ist die Produktion von
pro-inflammatorischen Zytokinen. Daher wurde die Effektorfunktion der OT-l
T-Zellen hinsichtlich der IFN-y Produktion ex wvo untersucht. Nach Restimulation
mit dem nominalen Peptidantigen OV A2s7.264 produzierte ein signifikant groBerer Teil
der OT-I T-Zellen aus OVA-behandelten im Vergleich zu BSA-behandelten Kontroll-
Mausen IFN-y (Abb. 1B). Auch nach der Antigen-unabhdngigen Restimulation mit
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)/lonomycin wiesen OT-1 T-Zellen aus OVA-
behandelten Mausen eine deutlich hohere IFN-y Produktion als die BSA-behandelten
Kontrollen auf (Daten nicht gezeigt). IFN-y produzierende T-Zellen wurden in Milz,
mLN, Lamina propria sowie in intrahepatischen Lymphozyten gefunden, wobei der
groBte Anteil IFN-y positiver T-Zellen in der Milz vorkam (Abb. 1B). Auch eine
etwaige Expression der funktionell relevanten Zytokine IL-2, welches eine wichtige
Rolle in der T-Zell-Proliferation spielt, des pro-inflammatorischen Zytokins IL-17A und
von |L-10, welches als regulatorisch, hemmend gilt, wurde untersucht. Es wurde
jedoch durchflusszytometrisch keine Expression dieser Zytokine (<3%) in OT-I

T-Zellen nach der Restimulation ex vivo nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

3.1.4 Zytotoxizitat

Das Hauptmerkmal von CD8 T-Zellen ist ihre Fahigkeit, andere Zellen, die das
nominale Antigen auf MHC-I Molekiilen prasentieren, spezifisch zu lysieren. Diese
zytotoxische Kapazitat der /n vivo aktivierten OT-I T-Zellen wurde am Tag 5 nach
der rektalen Behandlung mittels /n-vivo-Zytolyse Assay untersucht. Wie erwartet,
wurde eine signifikant hohere spezifische Lyserate von OV Azs7-264-beladenen Zielzellen
bei OVA-behandelten Mausen im Vergleich zu BSA-behandelten Kontrollen
beobachtet (Abb. 1C). Eine spezifische Zytolyseaktivitat wurde in Milz und mLN, aber
nicht in der Leber nachgewiesen, wahrscheinlich weil die OVA2s7-264-beladenen
Zielzellen die Leber passieren, aber nicht in die intrahepatischen Kompartimente

migrieren, in denen sich die Effektor OT-I T-Zellen befinden.
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Abb. 1: Die rektale Gabe von Ovalbumin fiihrt zur Aktivierung von OT-I T-Zellen.

Wildtyp-C57BI/6 Mause wurden rektal mit Ethanol, gefolgt von Ovalbumin (OVA) oder Rinder-
serumalbumin (BSA) behandelt und gleichzeitig wurden naive OT-I T-Zellen /.v. transferiert. (A)
Die Proliferation von OT-I T-Zellen wurde mittels CFSE-Farbung durchflusszytometrisch am Tag
2 bestimmt. Reprisentative Plots bezogen auf CD90.1" OT-I Zellen von zwei Experimenten (n=8)
werden gezeigt. Der Prozentsatz der proliferierenden Zellen ist oben links dargestellt. (B) Die
Produktion von IFN-y nach Stimulation mit OVAo2s7-264 wurde fiir Zellen aus der Milz, mesen-
terialen Lymphknoten (mLN), Leber und Lymphozyten aus der Lamina propria des Kolon (cLPL)
am Tag 4 analysiert. Der Box-Plot zeigt den prozentualen Antell IFN-y*, CD90.1* OT-l Zellen,
zusammengefasst aus zwei Experimenten (n=8). (C) Die zytolytische Kapazitat der OT-I T-Zellen
wurde mittels /m vivo Zytolyse-Assay an Tag 5 bestimmt. Die Daten wurden aus zwei
Experimenten zusammengefasst (n=8). Mann-Whitney-U-Test ** p<0.01, *** p<0.001.

Insgesamt konnte also gezeigt werden, dass adoptiv transferierte naive OT-1 CD8
T-Zellen durch die rektale Applikation von Ovalbumin Antigen-spezifisch /n vivo
aktiviert werden. Dies bestatigt die Annahme, dass das rektal applizierte Antigen die
Epithelbarriere passierte und erfolgreich von Antigen-prasentierenden Zellen
aufgenommen, prozessiert und schlieBlich den OT-I CD8 T-Zellen auf MHC-I

kreuzprasentiert wurde.

3.1.5 Gewichtsverlauf

Als nachstes wurde untersucht, ob die Antigen-abhangige Aktivierung der OT-I
T-Zellen im GALT auch zu einer Kolitis fiihrt. Die Mause wurden taglich gewogen
und das Kolon vier Tage nach dem rektalen Einlauf mit einem Miniatur-Endoskop
untersucht. Die Reizung der Darmschleimhaut durch Ethanol fiihrte in beiden

Behandlungsgruppen zu einer kurzzeitigen Entziindungsreaktion und leichtem
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Gewichtsverlust am folgenden Tag. Am zweiten Tag nach Versuchsbeginn hatten in
der mit OVA-behandelten Gruppe die Halfte der Mause mehr als 10% des urspriing-
lichen Gewichts verloren. Demgegeniiber erholten sich die BSA-behandelten Mause
der Kontrollgruppe rasch und erreichten bis zum Tag 3 wieder ihr Ausgangsgewicht.
Das Gewicht der OVA-behandelten Mause stieg langsam bis zum Versuchsende am
Tag 4 an, jedoch erreichte ein Viertel der Mause bis dahin weniger als 95% ihres
urspriinglichen Gewichtes (Abb. 2A). Der groBe Interquartilsabstand in der OVA-
behandelten Gruppe verdeutlicht dabei, dass die Behandlung der Mause zu einer recht
unterschiedlich schweren Auspragung der Erkrankung fiihrte. Bei schwerer erkrankten

OVA-behandelten Mausen ging der Gewichtsverlust zum Teil mit Durchfall einher.

3.1.6 Endoskopie

Am Tag 4 nach der Behandlung wurden die Mause mittels eines Miniatur-
Endoskops rektal untersucht. Der endoskopische Befund korrelierte mit dem
beobachteten Gewichtsverlauf, das heiBt, schwerer erkrankte Mause wiesen auch
endoskopisch Zeichen einer Entziindung des Kolons auf. Diese Entziindung war durch
eine erhohte Granularitat und Vaskularisierung, eine reduzierte Lichtdurchlassigkeit der
Darmwand und teilweise durch Fibrinablagerungen gekennzeichnet, wie beispielhaft in
Abb. 2B dargestellt. Die in den OVA-behandelten Mausen beobachtete reduzierte
Lichtdurchlassigkeit und erhohte Granularitat wiesen auf eine Verdickung der Darm-
wand durch eine lokale Infiltration von Lymphozyten hin. Bei schwerer erkrankten
Mausen kam es zum Teil zu leichten Blutungen bei Kontakt des Endoskops mit der
Darmwand und es wurden weiBliche Fibrinablagerungen im Lumen als Zeichen einer
noch andauernden Gewebereparatur beobachtet (Abb. 2B). Demgegeniiber zeigten die
BSA-behandelten Mause ein gesundes Kolon mit einer glatten, glanzenden Mukosa,
welche regelmaBig verteilte, diinne GefaBe aufwies und die dahinter liegenden inneren
Organe durchscheinen lies (Abb. 2B). Anhand der Merkmale Granularitat,
Vaskularisierung, Lichtdurchlassigkeit der Darmwand, Fibrinablagerungen und der
Konsistenz des Kotes wurde die Schwere der Entziindung visuell quantifiziert.
OVA-behandelte Mause wiesen einen signifikant erhohten mittleren Gesamtscore von

4,3 (+1,6) im Vergleich zu BSA-behandelten Mausen mit 1,4 (+1,0) auf (Abb. 2B).
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Abb. 2: Induktion einer Antigen-abhangigen Kolitis.

Wildtyp-B6 Mause wurden rektal mit Ethanol, gefolgt von Ovalbumin (OVA) oder Rinderserum-
albumin (BSA) behandelt und naive OT-I T-Zellen wurden /v. transferiert. (4) Der Dot-Plot zeigt
den Verlauf des relativen Gewichts bezogen auf das Ausgangsgewicht nach dem Auslosen der
OVA-Kolitis (n>32). (B) Reprasentative endoskopische Bilder von BSA- bzw. OVA-behandelten
Mausen am Tag 4. Veranderungen hinsichtlich Granularitat, Vaskularisierung, Lichtdurchlassigkeit
der Darmwand, Fibrinablagerungen und der Konsistenz des Kotes wurden semi-quantitativ be-
wertet, der mittlere Gesamtscore ist dargestellt (n=8). (C) H/E-Farbung und Immunhistochemie
fiir CD8 bzw. MPO von Kolonbiopsien, VergroBerung 100x, AusschnittsvergroBerung 400x. Der
Pfeil weist auf die veranderte Submukosa. (D) Semi-quantitative Analyse der Histopathologie, (£)
CD8 positive Zellen pro 10 Hauptgesichtsfeldern (High Power Field: HPF entspricht 0,237 mmz),
(F) MPO positive Zellen pro 10 HPF. Mittelwert + Standardabweichung (n=6), Mann-Whitney-U-
Test * p <0,05, ** p <0,01.
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3.1.7 Histologrie

Zusatzlich zur endoskopischen Untersuchung wurde der Grad der Kolitis auch
mittels Histologie und Immunhistochemie beurteilt. Dazu wurden die Mause am Tag 4
getotet und der absteigende Kolonabschnitt entnommen. Histologisch zeigten sich in
der Hamatoxylin/Eosin (H/E)-Farbung milde bis mittelgradige Anzeichen einer Kolitis,
einschlieBlich diffuser Infiltrate mononuklearer Zellen innerhalb der Mukosa und
Submukosa, Zottenddeme sowie milder Epithelhyperplasie (Abb. 2C). Die in der
Abbildung markierte, deutlich entziindliche Verdickung der Submukosa spiegelt dabei
den endoskopischen Befund einer reduzierten Lichtdurchlassigkeit und erhohten
Granularitat wider. Die Infiltrate wurden anhand immunhistochemischer Farbungen fiir
CD8a, das unter anderem eine Subgruppe von T-Zellen charakterisiert, und fiir
myeloide Peroxidase (MPQO), welche typischerweise von Neutrophilen und Monozyten
exprimiert wird, naher spezifiziert. Es zeigte sich eine erhdhte Zahl CD8" und MPO"
Zellen im Epithel und der Lamina propria von OVA-behandelten im Vergleich zu BSA-
behandelten Mausen (Abb. 2C). Eine semiquantitative Auswertung der histologischen
Farbungen bestitigte den beobachteten signifikanten Anstieg von CD8" (Abb. 2E)
und MPO" Zellen (Abb. 2F) und belegte den erhdhten mittleren histologischen
Kolitis-Score von 2,5 (+ 0,8) bei OVA-behandelten Mdausen verglichen mit einem

Score von 0,2 (+ 0,4) in der BSA-behandelten Kontrolle (Abb. 2D).

Zusammengefasst konnte erfolgreich ein Antigen-abhangiges Kolitis-Modell in
Mausen etabliert werden, das durch lokal im Darm aktivierte CD8 T-Zellen ausgelost

wird. Im Weiteren wird dieses Modell als OVA-Kolitis bezeichnet.

3.2 Im Darm aktivierte CD8 T-Zellen migrieren in die Leber

3.2.1 Aktivierungsmarker

Die Analyse der Effektorfunktionen der OT-l T-Zellen nach dem Auslosen einer
OVA-Kolitis in Wildtyp-B6 Mausen zeigte, dass in OVA-behandelten Mausen
proliferierende T-Zellen auch in der Leber vorhanden waren. Um den Phanotyp dieser
Leber-infiltrierenden OT-I T-Zellen zu naher charakterisieren, wurden typische mit

T-Zellaktivierung n Zusammenhang stehende Oberflachenmolekiile
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durchflusszytometrisch untersucht. Aus der Leber von OVA-behandelten Mausen
isolierte OT-l T-Zellen zeigten einen aktivierten Phanotyp, gekennzeichnet durch eine
niedrige Expression von CD62L und eine hohe Expression von CD44 (Abb. 3A). Dabei
wiesen sie verglichen mit aus den mLN OVA-behandelter Mause isolierten OT-I
T-Zellen einen erhohten Anteil des vollstandig aktivierten Phanotyps CD62L",
CD44"" auf. Demgegeniiber zeigte die Mehrheit der aus den mLN und der Leber von
BSA-behandelten Miusen isolierten OT-l T-Zellen einen naiven Phanotyp (CD62L",
CD44"°Y), shnlich wie OT-I T-Zellen vor dem adoptiven Transfer (Abb. 3A).

3.2.2 Migration

Angesichts der oben dokumentierten Antigen-abhangigen Aktivierung der OT-I
T-Zellen im GALT wurde liberpriift, ob diese T-Zellen auch einen typischen Darm-
Homing Phanotyp aufweisen. Dieser Phanotyp ist durch die Expression der fiir die
Migration in den Darm wichtigen Oberflachenmolekiile Integrin o4B7 und des
Chemokinrezeptors CCR9 gekennzeichnet (Johansson-Lindbom et a/, 2003). Wie
erwartet, zeigten OT-| T-Zellen aus den mLN OVA-behandelter Mause eine deutlich
verstarkte Expression des Integrins o4f7, wahrend OT-lI T-Zellen aus BSA-
behandelten Mausen eine vergleichbar niedrige Expression wie naive OT-| T-Zellen vor
dem Transfer oder wie endogene Wildtyp-CD8 T-Zellen aufwiesen (<3%). Dabei
zeigten die aus der Leber isolierten OT-1 T-Zellen gegentiber Zellen aus den mLN von
OVA-behandelten Mausen einen erhohten Anteil an Integrin a4B7 (Abb. 3B).
Interessanterweise war der Betrag dieser Steigerung um 20% genau so groB, wie der
oben beschriebene Anstieg der CD62L, CD44"" OT-I T-Zellen. Da das Integrin
o4P7 in Abhangigkeit von aktiver Retinolsaure insbesondere im GALT auf
T-Lymphozyten eingepragt wird (Mora et al., 2003), konnte die Anreicherung dieser
o437 positiven OT-I T-Zellen auf eine gesteigerte Migration von im Darm aktivierten
Zellen in die Leber zuriickzufiihren sein. Daher wurden weitere fiir die Migration von
CD8 T-Zellen in die Leber relevante Integrine und Chemokinrezeptoren

durchflusszytometrisch untersucht.
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3.2.3 Chemokinrezeptoren

Zunachst wurde die Expression des dem Darm-Homing zugeordneten
Chemokinrezeptors CCR9 analysiert. CCR9 wurde sowohl auf naiven OT-l T-Zellen
vor dem Transfer als auch auf OT-I T-Zellen nachgewiesen, die 4 Tage nach dem
Auslosen einer OVA-Kolitis aus den OVA- bzw. BSA-behandelten Mausen isoliert
wurden. Im Gegensatz zu der fiir CD4 T-Zellen bekannten Retinolsaure-abhangigen
Steigerung, war dabei eine leichte Reduktion der basalen Expression von CCR9 auf
aktivierten OT-I T-Zellen aus OVA-behandelten Mausen zu verzeichnen (Abb. 3C).
Als weitere Kontrolle wurden zusatzlich endogene Wildtyp-T-Zellen analysiert. Hierbei
bestatigte sich die unterschiedliche basale Expression von CCR9 auf CD8 und CD4
T-Zellen (Abb. 3D).

Die unter anderem in Hepatitis und Kolitis fiir die Migration in die entziindeten
Gewebe als wichtig beschriebenen Chemokinrezeptoren CCR5 (Mazzucchelli et al.,
1996; Murai et al,, 1999) und CXCR3 (Qin et al,, 1998; Shields et a/., 1999) wurden
ebenfalls untersucht. Entgegen den Erwartungen, konnte keine gesteigerte Expression
von CCR5 auf aktivierten OT-l T-Zellen aus OVA-behandelten gegeniiber BSA-
behandelten Mausen detektiert werden. In Milz und mLN exprimierten ca. 9-11% der
OT-lI T-Zellen CCR5, in der Leber ca. 4%. Einzig aus dem Kolon isolierte OT-I
T-Zellen zeigten einen nennenswerten Anteil von ca. 42% CCR5" Zellen, eine dhnliche
Verteilung zeigten auch die endogenen CD8 T-Zellen (Tabelle 4, siehe Anhang 6.1
und Daten nicht gezeigt). Demgegeniiber wurde fiir den Chemokinrezeptor CXCR3
eine deutlich vermehrte Expression auf OT-lI T-Zellen aus OVA-behandelten Mausen
nachgewiesen, wahrend die Mehrheit der OT-| T-Zellen aus BSA-behandelten Mausen
wie naive OT-| T-Zellen CXCR3" blieben (Abb. 3C).

3.2.4 [Integrine

Neben Chemokinen spielen vor allem Integrine eine entscheidende Rolle fiir die
Migration von T-Zellen (Ley et a/., 2007). Angesichts der Vielzahl von Kombinationen
der Integrin-Untereinheiten, welche die Spezifitat der Integrine bestimmen, wurde die
Analyse auf den wichtigsten zweiten Bindungspartner fiir o4, die Integrin-Untereinheit

B1 beschrankt. Das Integrin o431 vermittelt die Extravasation von T-Zellen iiber die
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Bindung an die Zelladhasionsmolekiile VCAM-1 und MAdCAM-1, und ist neben o437
wichtig fiir die Migration in den Darm (Rivera-Nieves et a/, 2005). Aus den mLN
OVA-behandelter Mause isolierte OT-lI T-Zellen zeigten eine deutliche Herauf-
regulation der Integrin-Untereinheit B1, wahrend OT-|I T-Zellen aus BSA-behandelten
Mausen eine vergleichbar niedrige Expression wie naive OT-I T-Zellen vor dem
Transfer aufwiesen (Abb. 3B). Dabei zeigten die aus der Leber isolierten OT-I
T-Zellen gegeniiber Zellen aus den mLN von OVA-behandelten Mausen wiederum

einen erhohten Anteil der Integrin-Untereinheit B1.
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Abb. 3: Phanotypische Analyse der im GALT aktivierten CD8 OT-I T-Zellen.

In Wildtyp-B6 Mausen wurde wie beschrieben eine OVA-Kolitis ausgelost. Am Tag 4 nach der
Behandlung wurde der Phanotyp der OT-I T-Zellen aus mesenterialen Lymphknoten (mLN) und
Leber hinsichtlich der Expression von (A) CD62L und CD44, (B) des Integrins o4B7 und der
Integrin-Untereinheit B1 sowie (C) der Chemokinrezeptoren CCR9 und CXCR3 analysiert. In (D)
ist zum Vergleich der Phanotyp der endogenen CD4 (weiB) bzw. CD8 (grau) positiven
Lymphozyten aus der Leber dargestellt. Reprasentative Plots bzw. Histogramme bezogen auf
CD90.1" OT-I Zellen (A-C) oder Lymphozyten gemaB des FSC/SSC (D) von zwei Experimenten
(n=8) werden gezeigt. Der prozentuale Anteil der auf die jeweilige Region entfallenden Zellen ist in
den Graphen angegeben.
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Zusammenfassend zeigten die OT-l T-Zellen nach dem Auslosen einer OVA-
Kolitis einen aktivierten Phanotyp, charakterisiert durch eine signifikant verstarkte
Expression von Integrinen und Chemokinrezeptoren, welche fiir die Migration in den
Darm erforderlich sind. Dennoch kam es zu einer Anreicherung dieser OT-I T-Zellen

insbesondere in der Leber.

3.3 Im Darm aktivierte CD8 T-Zellen l6sen eine immunvermittelte Cholangitis aus

331 ASBT-OVA Mause

Als nachstes sollte untersucht werden, ob diese in die Leber migrierten,
aktivierten OT-I T-Zellen dort auch eine Entziindung auslosen konnen. Dazu wurde
eine OVA-Kolitis in transgenen ASBT-OVA Mausen ausgelost, welche unter der
Kontrolle des Apical Sodium Bile Transporter (ASBT) Promotor als Modellantigen
eine verkiirzte Form von Ovalbumin in den Gallengangen exprimieren. Wie friihere
Arbeiten in der Arbeitsgruppe gezeigt haben, kommt es in diesen Mausen nach dem
Transfer von OT-I T-Zellen zu einer Antigen-spezifischen Aktivierung der T-Zellen in
der Leber und dem Leberlymphknoten, was jedoch nicht zu einer Pathologie in der

Leber fiihrt (Derkow et a/., 2007).

3.3.2 T-Zell-Aktivierung

Erwartungsgemal zeigte sich am Tag 2 nach dem Auslosen der OVA-Kolitis eine
Proliferation der OT-l T-Zellen sowohl in OVA-behandelten als auch in BSA-
behandelten ASBT-OVA Mausen. Dabei fiihrte die zusatzliche Applikation des
Antigens im Darm in OVA-behandelten ASBT-OVA Mausen gegeniiber den Kontroll-
tieren zu einer deutlich verstarkten Proliferation der OT-I T-Zellen (Abb. 4A).
Dennoch zeigte sich die mit der Aktivierung von CD8 T-Zellen verbundene Produktion
von IFN-y nach Restimulation mit dem nominalen Peptidantigen OVAos7-264 durch die
rektale OVA-Behandlung der ASBT-OVA Mause in den OT-I T-Zellen auf Einzelzell-
ebene kaum erhoht. Da jedoch durch das Auslosen der OVA-Kolitis in den
ASBT-OVA Mausen mehr OT-l T-Zellen aktiviert wurden, stieg der Anteil IFN-y
produzierender OT-| T-Zellen beziiglich der gesamt CD8 T-Zell-Population in der Milz
(10x) und Leber (6,8x) signifikant an (Abb. 4B). Interessanterweise blieb die Zahl der
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IFN-y produzierenden OT-l T-Zellen in den mLN OVA-behandelter gegeniiber BSA-
behandelten ASBT-OVA Mausen konstant, was darauf hindeutet, dass die dort
aktivierten OT-I T-Zellen den Lymphknoten verlassen und nicht im selben MaBe wie in
Wildtyp-B6 Mausen rezirkulieren. Das Antigen wurde in Wildtyp-B6 Mausen nur
einmalig appliziert, daher war die Immunreaktion erwartungsgemaB limitiert.
Demgegeniiber war aufgrund der transgenen Expression des Antigens in ASBT-OVA
Mausen eine Antigen-abhangige Retention der aktivierten OT-| T-Zellen in der Leber

Zu erwarten.
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Abb. 4: OVA-Kolitis fiihrt zur Aktivierung von OT-l T-Zellen in ASBT-OVA Mausen.

In ASBT-OVA und Wildtyp-B6 Mausen wurde eine OVA-Kolitis ausgeltst. (A) Die Proliferation
von OT-lI T-Zellen wurde mittels CFSE-Farbung durchflusszytometrisch am Tag 2 bestimmt. Ein
reprasentativer Plot von Leberlymphozyten bezogen auf CD90.1" OT-I Zellen von zwei Experi-
menten (n=8) ist abgebildet. Der Prozentsatz der proliferierenden Zellen ist oben links dargestellt.
(B) Die Produktion von IFN-y nach Stimulation mit OVAa2s7.264 wurde fiir Zellen aus der Milz,
mesenterialen Lymphknoten (mLN) und Leber am Tag 4 analysiert. Der logarithmisch dargestellte
Box-Plot zeigt den prozentualen Anteil IFN-y positiver bezogen auf CD8" Zellen, zusammengefasst
aus zwei Experimenten (n=8). (C) Die zytolytische Kapazitat der OT-I T-Zellen wurde mittels /n
vivo Zytolyse-Assay an Tag 5 bestimmt. Die Daten wurden aus zwei Experimenten zusammen-
gefasst (n=8). Mann-Whitney-U-Test ** p<0.01, *** p<0.001, ns nicht signifikant, p>0,05.

Zusatzlich zur Zytokin-Expression wurde die zytolytische Kapazitat der OT-I
T-Zellen nach dem Auslosen der OVA-Kolitis in ASBT-OVA Mausen mittels /n vivo

Zytolyse-Assay untersucht. Ubereinstimmend mit friiheren Ergebnissen  der

Arbeitsgruppe (Derkow et al., 2007) zeigte sich in den BSA-behandelten ASBT-OVA
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Mausen nur eine geringe spezifische Lyserate, welche durch die rektale Applikation von
OVA deutlich anstieg (Abb. 4C). Wie bei Wildtyp-B6 Mausen konnte nur eine geringe
spezifische Zytolyse in der Leber gemessen werden, was wahrscheinlich wie oben
erwahnt, auf die unterschiedliche Kompartimentalisierung der aktivierten OT-I

T-Zellen und der naiven markierten Zielzellen in der Leber zurtickzufiihren war.

Das OVA-Kolitis Modell konnte also erfolgreich von Wildtyp-B6 Mausen auf den
transgenen ASBT-OVA Stamm iibertragen werden. Damit wurde eine Situation
geschaffen, in der CD8 T-Zellen im GALT durch exogenes Antigen aktiviert werden
und in den Gallengangen der Leber auf das gleiche endogene Antigen treffen. Ob in
die Leber migrierende, aktivierte OT-lI T-Zellen dort auch eine Entziindung auslosen
konnen, wurde anhand (immun-) histologischer Farbungen und der bei
Leberentziindungen aus Hepatozyten ins Blut freigesetzten Alaninaminotransferase

(ALT) untersucht.

3.3.3 Histologie

Die histologische Auswertung der H/E-Farbungen von Leberschnitten aus OVA-
behandelten ASBT-OVA Mausen zeigte mononukleare Infiltrate in den Portalfeldern
ohne Hinweise auf lobuldre Infiltrate (Abb. 5A). Dieser Befund wurde mittels immun-
histochemischer Farbungen spezifiziert, welche zeigten, dass diese Infiltrate spezifisch
an den CK19" Gallengdngen auftraten und aus CD3" T-Zellen bestanden (Abb. 5A).
Dabei wurden solche periduktularen Infiltrate nur in OVA-behandelten ASBT-OVA
Mausen nicht aber in BSA-behandelten ASBT-OVA Mausen oder OVA-behandelten
Wildtyp-B6 Mausen nachgewiesen, was die Antigenspezifitat der Entziindungsreaktion

in der Leber bestatigt und eine Antigen-unabhangige Bystander-Hepatitis ausschlieBt.

334 Plasma-ALT

SchlieBlich  belegte auch die Bestimmung der Plasma-ALT-Spiegel das
Vorhandensein einer Leberentziindung mit ca. 5-fach erhohten ALT-Werten in OVA-
behandelten ASBT-OVA Mausen, wahrend in den Kontrollgruppen keine Veranderung

gegeniiber dem Ausgangswert verzeichnet wurde (Abb. 5B).
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Abb. 5: Im Darm aktivierte CD8 T-Zellen I6sen eine immunvermittelte Cholangitis aus.

In Wildtyp-B6 oder ASBT-OVA Mausen wurde wie beschrieben eine OVA-Kolitis ausgelost.
Reprasentative Farbungen bzw. Immunhistochemie fiir (4) H/E, CD3 (rot) und CK19 (braun) von
Leberbiopsien aus BSA-behandelten ASBT-OVA Mausen, OVA-behandelten ASBT-OVA Mausen
und OVA-behandelten Wildtyp-B6 Mausen am Tag 4 (n = 6); VergroBerung 200x. (B) Plasma-
ALT Konzentration am Tag 4 bezogen auf den Ausgangswert (n = 8). Die Daten sind aus zwei
Experimenten zusammengefasst. Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s post-hoc Test ** p <0,01.

Zusammenfassend wiesen adoptiv transferierte OT-1 Zellen nach dem Auslosen
einer OVA-Kolitis in ASBT-OVA Mausen eine ahnliche funktionelle Kapazitat wie in
Wildtyp-B6 Mausen auf. Diese im Darm aktivierten OT-l T-Zellen migrierten in die
Leber und Iosten bei Vorhandensein desselben Antigens in den Gallengangen der Leber

eine immunvermittelte Cholangitis aus.
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3.4 In vitro aktivierte CD8 T-Zellen fiihren nicht zu einer Cholangitis

3.4.1 In vitro Aktivierung

Um zu untersuchen, ob fiir die Induktion einer immunvermittelten Cholangitis
allein das Vorhandensein aktivierter CD8 T-Zellen ausreicht oder eine Aktivierung im
GALT notwendig ist, wurden OT-I T-Zellen /n witro aktiviert und adoptiv in
ASBT-OVA Mause transferiert. Dabei wurden die Bedingungen der m wvitro
Stimulation mit anti-CD3e und anti-CD28 so gewahlt, dass die gewonnenen OT-|
T-Zellen nach der Kultur einen vergleichbaren Phanotyp hinsichtlich der
Aktivierungsmarker CD62L und CD44 wie durch eine OVA-Kolitis /n vivo aktivierte
OT-I T-Zellen aufwiesen (Abb. 6A, vgl. Abb. 3A). Diese /n vitro aktivierten OT-I
T-Zellen wurden adoptiv in ASBT-OVA Mause transferiert und nach vier Tagen der

Phanotyp der transferierten OT-| T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

3.4.2 Phanotyp ex vivo

Wie erwartet, zeigten re-isolierte /mn witro aktivierte OT-l T-Zellen gegeniiber
T-Zellen aus OVA-behandelten ASBT-OVA Mausen keine vermehrte Expression des
Darm-spezifischen Integrins a437, wahrend ahnliche Expressionsstarken des Integrins
B1 in den mLN vorkamen (Abb. 6B). Gleichzeitig wiesen die aus der Leber isolierten
OT-I T-Zellen gegeniiber dem mesenterialen Lymphknoten eine hohere Expression der
untersuchten Integrine auf, was auf eine spezifische Retention von Integrin positiven
Zellen in der Leber hindeutet. Interessanterweise war der Chemokinrezeptor CXCR3
auf re-isolierten /i vitro aktivierten OT-| T-Zellen aus der Leber schwacher exprimiert

als in den mLN derselben Mause (Abb. 6B).

Die differenzielle Expression der Migrationsmolekiile fiihrte entsprechend zu einer
veranderten Verteilung der /n vitro aktivierten OT-l in ASBT-OVA Mausen. In der
Milz kam es zu einer signifikanten Zunahme, etwa doppelt so viele /7 vitro aktivierte
OT-l T-Zellen wurden gegeniiber BSA-behandelten ASBT-OVA Mausen detektiert,
wahrend in OVA-behandelten ASBT-OVA Mausen etwa gleich viele OT-I Zellen
vorkamen (BSA 0,14+0,07%, OVA 0,24+0,07%, /n vitro 0,29+0,06% der Gesamt-

lymphozyten, U-Test p<0,05). In den mLN gab es keinen signifikanten Unterschied
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zwischen den Gruppen (BSA 0,81+0,06%, OVA 0,80+0,15%, /n wvitro 0,66+0,05%
der Gesamtlymphozyten). Uberraschenderweise kam es trotz der /n vitro Stimulation
nicht zu einer Akkumulation von OT-l T-Zellen in der Leber, es fanden sich nicht
mehr /n vitro aktivierte T-Zellen in der Leber als in der BSA-behandelten Kontrolle,
wahrend ein signifikanter Anstieg von OT-l T-Zellen in den OVA-behandelten
ASBT-OVA Mausen zu verzeichnen war (Abb. 6E)
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Abb. 6: In vitro aktivierte CD8 T-Zellen vermitteln keine immunvermittelte Cholangitis

Naive OT-I T-Zellen wurden isoliert und fiir 24h /n vitro mit plattengebundenen anti-CD3e und
I6slichem anti-CD28 Antikorpern stimuliert. (A) Der Phanotyp der OT-l T-Zellen wurde vor und
nach der Kultur hinsichtlich der Expression von CD62L und CD44 durchflusszytometrisch analy-
siert. (B) Die /n vitro aktivierten OT-| T-Zellen wurden /v. in ASBT-OVA Mause transferiert, oder
eine OVA-Kolitis wurde wie oben beschrieben ausgelost und naive OT-I T-Zellen 7v. transferiert.
Am Tag 4 nach dem Transfer wurde der Phanotyp der OT-I T-Zellen aus mesenterialen Lymph-
knoten (mLN) und Leber hinsichtlich der Expression von Integrin a4B7, der Integrin-Untereinheit
B1 und dem Chemokinrezeptor CXCR3 analysiert. Reprasentative Plots bzw. Histogramme bezogen
auf CD90.1" OT-I Zellen von zwei Experimenten (n=6) sind dargestellt. Der prozentuale Anteil der
auf die jeweilige Region entfallenden Zellen ist in den Graphen angegeben. (C) H/E-Farbung und
CK19/CD90.1 Immunhistochemie von Leberbiopsien am Tag 4 nach dem T-Zell-Transfer (n=6);
VergréBerung 200x. (D) ALT-Konzentration im Plasma am Tag 4, aus zwei Experimenten
zusammengefasst (n=6). (£) Am Tag 4 wurden nicht-parenchymale Zellen aus der Leber isoliert
und der Anteil CD90.1 positiver OT-I T-Zellen an den Gesamtlymphozyten (FFC/SSC)
durchflusszytometrisch bestimmt; aus zwei Experimenten zusammengefasste Daten (n=6). Kruskal-
Wallis-Test (Dunn'’s post-hoc Test) * p <0,05; ** p <0,01.
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3.4.3 Cholangitis

Dies spiegelte sich auch in der (Immun-) Histologie und in der Plasma-ALT
Konzentration wider. /n vitro aktivierte und in ASBT-OVA Mause transferierte OT-|
T-Zellen bildeten in der Leber von ASBT-OVA Mausen kein periduktulares Infiltrat
aus, wie es nach dem Auslosen einer OVA-Kolitis der Fall war (Abb. 6C). Gleichzeitig
wurde nur in den ASBT-OVA Mausen, bei denen eine OVA-Kolitis ausgelost wurde,
ein signifikanter Anstieg der Plasma-ALT Konzentration gemessen, jedoch nicht nach

dem Transfer /n vitro aktivierter OT-I T-Zellen (Abb. 6D).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass /n vitro aktivierte CD8 T-Zellen in
ASBT-OVA Mausen keine immunvermittelte Cholangitis auslosen, sondern eine

Aktivierung /n vivoim GALT notwendig war.

3.5 Chronische Kolitis fiihrt zu einem pro-inflammatorischen Milieu in der Leber

3.5.1 Chronische Kolitis

Da die PSC gehauft bei Patienten mit CED — insbesondere mit einer Entziindung
des Kolons — auftritt, wurde untersucht, ob eine chronische Kolitis per se Anderungen
im lokalen immunologischen Umfeld der Leber verursacht, welche die Entstehung von
Autoimmunitat begiinstigen konnten. Hierzu wurde in ASBT-OVA und Wildtyp-B6
Mausen durch die wiederholte Gabe von Dextransulfat (DSS) Uber das Trinkwasser
eine chronische Kolitis ausgelost (Wirtz et al., 2007). Um den Verlauf der Erkrankung
zu verfolgen, diente das Gewicht als wichtiger Parameter. Die DSS-behandelten
Mause verloren jeweils gegen Ende der 7-tagigen Behandlungsphasen deutlich an
Gewicht und erholten sich in den Phasen mit normalem Trinkwasser innerhalb von ca.
einer Woche (Abb. 7A). Zur Verifizierung der Erkrankung wurden die Mause nach 9
Wochen mittels Miniatur-Endoskop koloskopisch untersucht. Es zeigte sich bei der
Mehrheit der behandelten Mause eine ausgepragte Granularitat mit Hyperplasien, eine
veranderte Vaskularisierung und eine reduzierte Lichtdurchlassigkeit der Darmwand als
typische Kennzeichen einer chronischen Kolitis (Abb. 7B). Histologisch zeigten sich
Storungen der Kryptenarchitektur, Epithelhyperplasie, eine deutlich entziindliche

Verdickung der Submukosa und mononukleire Infiltrate mit MPO™ Neutrophilen und
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Monozyten (Abb. 7C). Die semiquantitative Auswertung der histologischen Farbungen
bestatigte einen signifikanten Anstieg MPO™ Zellen und einen erhdhten mittleren
histologischen Kolitis-Score (Abb. 7D). Demnach hatte die DSS-Behandlung
erfolgreich eine chronische Kolitis ausgelost und die Auswirkungen dieser auf die Leber

wurden im Weiteren untersucht.
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Abb. 7: Chronische DSS-Kolitis in ASBT-OVA und Wildtyp-B6 Mausen

Eine chronische Kolitis wurde in ASBT-OVA und Wildtyp-B6 Mausen durch die wiederholte Gabe
von 2% DSS im Trinkwasser (grau markierte Zeitrdume) ausgeldst. (A4) Das mittlere Gewicht
relativ. zum Ausgangsgewicht am Tag O eines Experimentes ist exemplarisch dargestellt (n=6).
(B) Reprasentative endoskopische Bilder von Kontroll- bzw. DSS-behandelten Mausen am Tag 63.
(C) H/E-Farbung und Immunhistochemie fiir MPO von Kolonbiopsien am Tag 63, VergroBerung
100x. (D) Semi-quantitative Analyse der Histopathologie und MPO® Zellen pro 10 HPF.
Mittelwert + Standardabweichung (n = 6), Mann-Whitney-U-Test * p <0,05, ** p <0,01.

3.5.2 [Intrahepatische T-Zellen

Zunachst wurde gepriift, ob die chronische Entziindung im Darm zu einer
veranderten Zusammensetzung der T-Zell-Populationen in der Leber fiihrt. Wahrend
in der Leber von gesunden Mausen etwa gleich viele CD4 und CD8 T-Zellen vorkamen
(CD4/CD8 1,11+0,01), wiesen die nicht-parenchymalen Zellen aus der Leber von
DSS behandelten Mausen ein zu CD8 hin verschobenes Verhaltnis von CD4 zu CD8
Zellen auf (CD4/CD8 0,41+0,12). Dabei zeigten viele der endogenen CD4 und CD8

T-Zellen in Mausen mit chronischer Kolitis im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren
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einen aktivierten Phanotyp (CD44hi), wobei ein stdrkerer Anstieg bei den CD8
T-Zellen beobachtet wurde (Abb. 8A). Zugleich exprimierte ein groBerer Anteil der
T-Zellen aus der Leber von Mausen mit chronischer DSS-Kolitis das Integrin o437,
was darauf hindeutet, dass diese T-Zellen urspriinglich im GALT aktiviert wurden. Als
weiterer Dimerisierungspartner von o4 wurde wie weiter oben beschrieben die
Expression der Integrin-Untereinheit 81 untersucht. Insbesondere bei CD8 T-Zellen
zeigte sich eine Verdreifachung der Integrin-Untereinheit B1 positiven Zellen in der

Leber, wenn die Mause an einer chronischen DSS-Kolitis erkrankt waren.

3.5.3 Adhdsionsmolekiile und Zytokine

In Hinblick auf die erhohte Zahl aktivierter T-Zellen in der Leber von Mausen mit
einer chronischen DSS-Kolitis stellte sich die Frage, ob eine veranderte Expression von
Zelladhasionsmolekiilen und pro-inflammatorischen Zytokinen in der Leber fiir die
T-Zell-Aktivierung und Retention verantwortlich sein konnte. Hierzu wurde aus Leber-
proben die Gesamt-RNA isoliert und mittels Rea/time RT-PCR (reverse Transkription-
Polymerase Kettenreaktion) untersucht. ICAM-1 und VCAM-1, die als
Bindungspartner fiir Integrine auf aktivierten T-Zellen dienen (Ley et al, 2007),
waren in DSS-behandelten Mausen signifikant heraufreguliert (Abb. 8B), wahrend
keine aberrante Expression des typischerweise im Darm exprimierten MAdCAM-1 in
der Leber detektiert werden konnte. Daneben zeigten sich die Chemokine CCL25 und
CXCL10 als Liganden fiir CCR9 bzw. CXCR3 sowie die pro-inflammatorischen
Zytokine TNF-o und IL-18 in der Leber von DSS-behandelten Mausen signifikant
erhoht (Abb. 8B). Da fiir die Rekrutierung von Lymphozyten die Expression der
Zelladhdsionsmolekiile insbesondere auf den sinusoidalen Leberendothelzellen (LSEC)
entscheidend ist (John und Crispe, 2004), wurden zusatzlich LSEC isoliert und mittels
Realtime RT-PCR untersucht. In LSEC fand sich eine starke Expression von ICAM-1
und VCAM-1 mit einem adhnlichen Verhaltnis zwischen DSS-behandelten und
unbehandelten Kontrollmausen wie in den Leberproben, sowie eine sehr geringe basale
Expression von MAdCAM-1 (Abb. 8C). Dabei spiegelte das in LSEC gegeniiber dem
Gesamtgewebe aus Leberbiopsien mehr als 10-fach erhohte Expressionsniveau
annahernd den Zellanteil der LSEC an der Leber wider, was auf LSEC als die

Hauptquelle der mRNA der untersuchten Zelladhdasionsmolekiile schlieBen lasst. Wie
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erwartet, wurden die Zelladhasionsmolekiile also tiberwiegend in den LSEC exprimiert.
Ahnlich wurde in LSEC aus DSS behandelten Miusen eine signifikant erhohte und
gegentiber den Leberproben deutlich gesteigerte Expression von TNF-o nachgewiesen,
was LSEC als eine lberraschende Quelle von TNF-a ausweist. Auch fiir CXCL10
wurde in LSEC eine ca. 10-fach hohere Transkriptmenge gegeniiber der Gesamtleber
nachgewiesen, allerdings findet sich kein Unterschied zwischen DSS-behandelten und
Kontrolltieren. Demgegeniiber ergab sich fiir die anderen untersuchten Zytokine ein
anderes Bild. So deutet die schwache Expression von CCL25 und IL-18 (Kontrolle:
4,2+1,6; DSS: 3,9+1,4) auf einen anderen Zelltyp als Hauptproduzenten dieser

Zytokine in der Leber hin.

3.5.4 Dendritische Zellen

Angesichts der Schliisselrolle von DC fiir die Balance von Immunitat und
Toleranz wurde der Phanotyp der Leber-DC in Mausen mit chronischer DSS-Kolitis
durchflusszytometrisch  analysiert. Die auf reifen DC vorkommenden co-
stimulatorischen Molekiile CD40 und CD80 waren auf DC aus der Leber von Mausen
mit chronischer Kolitis im Vergleich zu Kontrollmausen hochreguliert (Abb. 8D),
wahrend keine Anderung fir CD86 (Kontrolle 9,4+1,3%; DSS 11,3+3,6%)

beobachtet wurde.

3.5.5 Portalvendse Zytokine

Diese Aktivierung und Reifung der Leber DC konnte durch inflammatorische
Zytokine, welche im entziindeten Darm freigesetzt werden und zusammen mit
bakteriellen Bestandteilen lber die Pfortader die Leber erreichen, verursacht werden
(Gabele et al, 2011). Daher wurde aus der Pfortader Blut entnommen und die
Konzentration ausgewadhlter Zytokine im Plasma mittels CBA (Cytometric Bead
Array) Multiplex Assay analysiert. Die Konzentrationen von TNF-a, IFN-y, IL-6 und
CCL2 (Monocyte Chemoattractant Protein-1, MCP-1) waren signifikant in Mausen
mit DSS-Kolitis erhoht, wahrend IL-10 in 6/12 (MW 15,0¢17,7pg/ml) der DSS
behandelten aber nur in 1/9 der unbehandelten Kontrollen (6,8pg/ml) detektierbar
war (Abb. 8E).
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Abb. 8: Chronische Kolitis fiihrt zu einem pro-inflammatorischen Milieu in der Leber

Eine chronische Kolitis wurde in Wildtyp-B6 Mausen durch die wiederholte Gabe von DSS im
Trinkwasser ausgelost. Am Tag 63 wurden die nicht-parenchymalen Zellen aus der Leber isoliert
und die Expression von Oberflachenmolekiilen durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Expression
von CD44, Integrin o4B7 und Integrin B1 auf CD4 bzw. CD8 T-Zellen (auf Lymphozyten anhand
des FSC/SSC und CD4 bzw. CD8 eingegrenzt) und (D) Expression von CD40 und CD80 auf
dendritischen Zellen (CD11c™"). Representative Histogramme aus zwei Experimenten (n=6), der
Anteil der Zellen in der jeweiligen Region ist oben abgebildet. (B) Am Tag 63 wurden mittels
Realtime RT-PCR Leberproben (n>8) oder (C) isolierte sinusoidale Leberendothelzellen (n=6) auf
die Expression von ICAM-1, VCAM-1, MAdCAM-1, CCL25, CXCL10, TNF-a und IL-18 relativ
zum Housekeeping-Gen RPL4 untersucht. (£) Am Tag 63 wurde die Portalvene punktiert und
ausgewahlte Zytokine im Blutplasma mittels CBA (Cytometric Bead Array) Multiplex Assay
quantifiziert (n>8). Mann-Whitney-U-Test * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Zusammenfassend fiihrte eine chronische Kolitis per se zu Veranderungen im

lokalen immunologischen Umfeld der Leber, das durch eine erhohte Expression von
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Adhasionsmolekiilen, einer Aktivierung und Reifung von DC und einer Akkumulation

von aktivierten T-Zellen gekennzeichnet war.

3.6 Chronische Kolitis fordert die Induktion einer immunvermittelten Cholangitis

3.6.1 T-Zell-Aktivierung

Um zu priifen, ob diese Anderungen im lokalen immunologischen Umfeld der
Leber ausreichen, um die Entstehung einer immunvermittelten Cholangitis in Mausen
zu beglinstigen, wurde eine chronische DSS-Kolitis in ASBT-OVA Mausen induziert,
und nach 9 Wochen wurden naive OT-I T-Zellen transferiert. Am Tag 2 nach dem
Transfer CFSE-markierter OT-l Zellen zeigte sich in der Leber von ASBT-OVA
Mausen, die unter einer chronischen DSS-Kolitis litten, eine deutlich verstarkte
Proliferation gegeniiber den gesunden ASBT-OVA Kontrollen, wahrend keine Prolife-
ration in Wildtyp-B6 Mausen nachgewiesen wurde, egal ob sie an einer chronischen
Kolitis erkrankt waren oder nicht (Abb. 9A). Dies fiilhrte am Tag 4 nach dem
Transfer zu einer Verdopplung der Anzahl CD90.1" OT-l T-Zellen in der Leber von
DSS-behandelten ASBT-OVA Mausen (Abb. 9D). Dabei wiesen die aus gesunden und
DSS-behandelten ASBT-OVA Mausen re-isolierten OT-I T-Zellen eine ahnliche
Effektorfunktion auf und produzierten nach Restimulation mit dem Peptidantigen

OVAos7.264 in vitro etwa gleich viel IFN-y (Daten nicht gezeigt).

3.6.2 Histologie und Plasma-ALT

Anhand (immun-) histologischer Farbungen und der ALT-Konzentration im Blut
wurde untersucht, ob die in den Lebern von an einer Kolitis leidenden Mausen
aktivierten OT-l T-Zellen dort auch eine Entziindung auslosen. Die histologische
Auswertung der H/E-Farbungen von Leberschnitten zeigte nur in DSS-behandelten
ASBT-OVA Mausen mononukleare Infiltrate in den Portalfeldern und vereinzelte
lobuldre Infiltrate (Abb. 9B), welche aus CD3" T-Zellen bestanden, wihrend in
unbehandelten ASBT-OVA und DSS-behandelten B6-Wildtyp Mausen keine peri-
duktularen Infiltrate auftraten. Entsprechend wurde in ASBT-OVA Mausen, die unter

einer chronischen Kolitis litten, ein signifikanter Anstieg der
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Plasma-ALT-Konzentration beobachtet, jedoch nicht in gesunden ASBT-OVA
Mausen oder in B6-Wildtyp Mausen mit Kolitis (Abb. 9C).
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Abb. 9: Chronische Kolitis férdert die Induktion einer immunvermittelten Cholangitis

Eine chronische Kolitis wurde in ASBT-OVA und Wildtyp-B6 Mausen durch die wiederholte Gabe
von DSS im Trinkwasser ausgelost, und am Tag 63 wurden naive OT-I T-Zellen /.v. transferiert.
(A) Zwei Tage nach dem Transfer CFSE-markierter OT-l T-Zellen wurde die Proliferation
durchflusszytometrisch bestimmt. Reprisentative Histogramme bezogen auf CD90.1" OT-I Zellen
von zwei Experimenten (n=6) werden gezeigt. Der Prozentsatz der proliferierenden Zellen ist oben
links dargestellt. (B) H/E-Farbung und CD3 Immunhistochemie von Leberbiopsien aus ASBT-OVA
Mausen, DSS-behandelten ASBT-OVA Mausen und DSS-behandelten Wildtyp-B6 Mausen am Tag
7 nach dem T-Zell-Transfer (n=6); VergroBerung 200x. (C) ALT-Konzentration im Plasma am
Tag 4, aus zwei Experimenten zusammengefasst (n=8). (D) Am Tag 4 nach dem Transfer wurden
nicht-parenchymale Zellen aus der Leber isoliert und der Anteil CD90.1 positiver OT-| T-Zellen an
den Gesamtlymphozyten (FFC/SSC) durchflusszytometrisch bestimmt; aus zwei Experimenten
zusammengefasste Daten (n=6). Mann-Whitney-U-Test * p <0,05.
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Zusammenfassend fiihrte eine chronische Kolitis zu pro-inflammatorischen
Veranderungen im lokalen immunologischen Umfeld der Leber, die ausreichen, um eine

immunvermittelte Cholangitis in Madusen auszulosen.

3.7 Im Dinndarm aktivierte CD8 T-Zellen Idsen eine immunvermittelte

Cholangitis aus

3.7.1 IFABP-OVA und IFABPxASBT-OVA Mause

Um die mit dem OVA-Kolitis Modell gewonnenen Ergebnisse zu verifizieren,
wurde ein weiteres transgenes Maus-Modell herangezogen. In IFABP-OVA Mausen
wird unter dem IFABP- (/ntestinal Fatty Acid Binding Protein) Promotor eine
verkiirzte Form von OVA in Diinndarmepithelzellen als endogenes Antigen exprimiert.
Das endogene Antigen wird im GALT prasentiert und fiihrt zur Aktivierung von
adoptiv transferierten OT-I T-Zellen (Vezys et al., 2000). Diese IFABP-OVA Mause
wurden mit ASBT-OVA Mausen gekreuzt, so dass die Nachkommen (IFABPxASBT-
OVA) das Modellantigen OVA sowohl im Darm als auch in den Gallengangen der
Leber exprimieren. Damit ergibt sich eine Situation, in der CD8 T-Zellen im GALT
durch endogenes Antigen aktiviert werden und auf das gleiche endogene Antigen in
den Gallengangen der Leber treffen. Dies ermoglichte zu untersuchen, ob CDS8
T-Zellen, die ein gemeinsames Antigen in Darm und Leber erkennen, moglicherweise

die Entwicklung einer immunvermittelten Cholangitis auslosen.

3.7.2 Proliferation

Zunachst wurde vergleichend in ASBT-OVA, IFABP-OVA und IFABPxASBT-
OVA analysiert, welchen Einfluss der Ort der endogenen Antigenexpression auf die
funktionelle Kapazitat von adoptiv transferierten OT-| T-Zellen hat. Dazu wurden den
transgenen Mausen naive OT-l T-Zellen /v. injiziert, und am Tag 2 nach dem
Transfer wurde die Proliferation der OT-lI T-Zellen anhand der CFSE-Farbung
durchflusszytometrisch untersucht. Wie erwartet, erkannten die OT-l T-Zellen das
endogene Antigen in allen transgenen Mausen und begannen zu proliferieren. Dabei
wiesen OT-I T-Zellen aus IFABP-OVA bzw. IFABPXASBT-OVA eine hohere
Proliferationsrate auf, als OT-1 T-Zellen aus ASBT-OVA Mausen (Abb. 10A).
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Gleichzeitig wurde die Verteilung der CFSE"™ Zellen analysiert. Entsprechend der
unterschiedlichen lokalen Antigenexpression zeigte sich in IFABP-OVA Mausen der
groBte Anteil von OT-I T-Zellen in den mLN, wahrend in ASBT-OVA Mausen die
Mehrheit der OT-I T-Zellen in der Leber und im Leberlymphknoten (1,23%+0,13%)
vorkam. Das Vorhandensein des gleichen endogenen Antigens in Darm und Leber in
IFABPXASBT-OVA Mausen fiihrte im Vergleich zu IFABP-OVA Mausen zu einer
signifikanten Verringerung in den mLN und zu einer gesteigerten Akkumulation von

OT-| T-Zellen in der Leber (Abb. 10B).

3.7.3 Effektorzytokine

Die starkere Aktivierung im Darm spiegelte sich auch in der Produktion des
Effektor-Zytokins IFN-y wider. Die groBe Mehrheit der am Tag 7 nach dem Transfer
isolierten OT-l1 T-Zellen aus IFABP-OVA Mausen produzierten IFN-y nach
Restimulation mit dem nominalen Peptidantigen OVA2s7-264 in Milz, mLN und Leber
(Abb. 10C). Der groBte Anteil mit ca. 70% IFN-y" OT-I T-Zellen fand sich dabei in
der Leber von IFABP-OVA Mausen. OT-I T-Zellen aus doppelt transgenen
IFABPXASBT-OVA Mausen waren auf Einzelzellebene zu einem etwas geringeren
Anteil IFN-y", insbesondere in den mLN und in der Leber. Demgegeniiber produzierte
- wie weiter oben bereits erwahnt - nur eine Minderheit der aus ASBT-OVA Mausen
isolierten OT-I T-Zellen IFN-y (Abb. 10C links). Um die effektive Zahl und Verteilung
der IFN-y produzierenden T-Zellen besser erfassen zu konnen, wurden die Zahl der
IFN-y" OT-l T-Zellen zusitzlich in Bezug zu den Gesamtlymphozyten betrachtet
(Abb. 10C rechts). So zeigte sich in IFABPxASBT-OVA gegeniiber IFABP-OVA
Mausen eine deutlich verminderte Zahl IFN-y produzierender OT-l T-Zellen in der
Milz (5x) und den mesenterialen Lymphknoten (>10x), wahrend in der Leber eine
vergleichbar hohe Zahl von Effektorzellen erfasst wurde. Dies deutet auf eine Antigen-
abhangige Retention der aktivierten OT-I T-Zellen in der Leber von IFABPxXASBT-
OVA Mausen hin, ahnlich wie fiir das OVA-Kolitis Modell in ASBT-OVA Mausen in
Abschnitt 3.3 beschrieben. Beachtenswert ist zudem die drastische Zunahme IFN-y
produzierender OT-l T-Zellen um mehr als eine log-Stufe in der Leber von
IFABPxASBT-OVA und IFABP-OVA Mausen gegeniiber ASBT-OVA Mausen durch

die transgene Expression des Modellantigens im Darm.
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Abb. 10: Aktivierung von CD8 T-Zellen durch endogenes Antigen in Darm und Leber.

Naive OT-l T-Zellen wurden Zv. in ASBT-OVA, IFABP-OVA oder IFABPXxASBT-OVA Mause
transferiert. (A) Die Proliferation von OT-l T-Zellen wurde mittels CFSE-Farbung
durchflusszytometrisch am Tag zwei bestimmt. Reprisentative Plots bezogen auf CD90.1" OT-I
Zellen von zwei Experimenten (n>5) werden gezeigt. Der Prozentsatz der proliferierenden Zellen ist
oben links dargestellt. (B) Der Anteil CFSE® Zellen bezogen auf die Gesamtlymphozyten
(FSC/SSC) wurde am Tag zwei bestimmt, zusammengefasst aus zwei Experimenten (n>5). (C)
Die Produktion von IFN-y nach Stimulation mit OVA2s7-264 wurde fiir Zellen aus der Milz,
mesenterialen Lymphknoten (mLN) und Leber am Tag 7 analysiert. Der Box-Plot zeigt den
prozentualen Anteil IFN-y" Zellen /inks: bezogen auf CD90.1" OT-| Zellen; rechts: bezogen auf
Gesamtlymphozyten basierend auf dem FSC/SSC, zusammengefasst aus zwei Experimenten (n>5).
(D) Die zytolytische Kapazitat der OT-I T-Zellen wurde mittels /in vivo Zytolyse-Assay an Tag 7
bestimmt. Die Daten wurden aus zwei Experimenten zusammengefasst (n>5). Mann-Whitney-U-
Test * p<0.05, ** p<0.01, ns nicht signifikant (p>0,05).

3.7.4 Zytotoxizitat

Des Weiteren wurde die zytolytische Kapazitat der OT-I T-Zellen mittels /n vivo
Zytolyse-Assay untersucht. In IFABPxASBT-OVA und IFABP-OVA Mausen zeigte
sich gegeniiber ASBT-OVA Mausen eine signifikante Erhohung der spezifischen Lyse-

rate in Milz und Leber, wahrend in den mLN keine signifikanten Unterschiede zwischen
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IFABPXASBT-OVA und den einfach-transgenen Parentalstammen IFABP-OVA bzw.
ASBT-OVA zu verzeichnen waren. Interessanterweise konnte in IFABP-OVA und
IFABP-ASBT-OVA Mausen in der Leber eine spezifische Zytolyse der mit dem
nominalen Peptidantigen OVAoxs7.264 beladenen Zielzellen beobachtet werden, was
beim OVA-Kolitis Modell in Wildtyp-B6 und ASBT-OVA Mausen nicht der Fall war
(Abb. 10D). Hier wird ein wichtiger Unterschied zwischen den Modellen deutlich.
Wahrend im OVA-Kolitis Modell das Antigen nur transient im Kolon vorhanden ist
und rasch degradiert wird, ermoglichte die kontinuierliche transgene Expression des
Antigens in Enterozyten einen wiederholten Kontakt der transferierten OT-| T-Zellen
mit dem Antigen. Trotz der unterschiedlichen Menge des verfligbaren Antigens fiihrt
die Aktivierung im GALT zu einer Expansion der OT-I T-Zellen und zu einer

Akkumulation in der Leber von IFABPxASBT-OVA und IFABP-OVA Mausen.

3.7.5 Histologrie

Anhand (immun-) histologischer Farbungen und der ins Blut freigesetzten ALT-
Menge wurde untersucht, ob diese erhohte Zahl zytolytisch aktiver Effektorzellen in
der Leber eine Entziindung auslost. Die histologische Auswertung der H/E-Farbungen
von Leberschnitten aus IFABP-OVA und IFABPxXASBT-OVA Mausen zeigte
vereinzelt lobulare Infiltrate und diffus im Parenchym verteilte mononukledre Zellen in
beiden Mausstammen, wahrend ausschlieBlich in IFABPxASBT-OVA Mausen Infiltrate
in den Portalfeldern vorhanden waren (Abb. 11A). Diese Infiltrate konnten mittels
immunhistologischer Farbungen fiir CK19 und CD3 als periduktulare T-Zellen
spezifiziert werden. Demgegeniiber war in ASBT-OVA Mausen 7 Tage nach dem
adoptiven Transfer von OT-| T-Zellen histologisch keine Veranderung im Vergleich zu

naiven ASBT-OVA Mausen feststellbar.

3.7.6 Plasma-Alaninaminotransferase

Um den zeitlichen Verlauf der Entziindung zu erfassen, wurde den Mausen zu
Beginn und nach 4, 7, 10 und 14 Tagen Blut entnommen und die Hohe der Plasma-
ALT Konzentration bestimmt. Wahrend es in ASBT-OVA und IFABP-OVA Mausen
zu einer leichten Erhohung (<2x) des ALT-Wertes kam, zeigte sich in IFABPxASBT-
OVA Mausen ein transienter Anstieg des ALT-Wertes (5x) mit Hohepunkt am Tag 7
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nach dem OT-l T-Zell-Transfer, der bis zum Tag 14 langsam wieder auf das
Ausgangsniveau abfiel (Abb. 11B). Zur iibersichtlichen statistischen Analyse wurde die
ALT-Konzentration im Plasma am Tag 7 zusatzlich in einem Dot-Plot-Diagramm
dargestellt. Die ALT-Konzentration war in IFABPxASBT-OVA Mausen gegeniiber
den einfach-transgenen Parentalstammen IFABP-OVA und ASBT-OVA signifikant
erhoht (Abb. 11C).
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Abb. 11: Endogenes Antigen in Darm und Leber fiihrt zu immunvermittelter Cholangitis

Naive OT-lI T-Zellen wurden 7v. in IFABP-OVA, ASBT-OVA oder IFABPXASBT-OVA Mause
transferiert. (A) H/E-Farbung, CD3 und CK19 Immunhistochemie von Leberbiopsien aus
IFABP-OVA, ASBT-OVA oder IFABPXASBT-OVA Mausen am Tag 7 (n=6); VergréBerung 200x.
(B) Mittlere relative Plasma-ALT-Werte bezogen auf den Ausgangswert im zeitlichen Verlauf nach
dem OT-l T-Zell-Transfer, (n=7). (C) ALT-Konzentration im Plasma am Tag 7, (n>7). Daten
zusammengefasst aus zwei Experimenten. Mann-Whitney-U-Test ** p <0,01
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3.7.7 Makrophagen und B-Zellen

Um eine mogliche Beteiligung endogener Lymphozyten an der durch CD8
T-Zellen ausgelosten immunvermittelten Cholangitis zu charakterisieren, wurde
immunhistologisch untersucht, ob Makrophagen (F4/80") oder B-Zellen (B220") in
den lobularen Infiltraten vorkommen. Es zeigte sich eine sehr unterschiedliche
Verteilung der verschiedenen untersuchten Zelltypen in der Leber. Wiahrend F4/80"
Makrophagen (Kupffer-Zellen) im gesamten Parenchym der Leber zu finden waren,
jedoch nicht gehiuft an den Gallengangen auftraten, waren nur wenige B220"
B-Zellen in den Lebern detektierbar und kamen vermehrt in den Infiltraten in
IFABPXASBT-OVA Mausen vor (Abb. 12). Von den untersuchten Zelltypen waren

also nur B220" Zellen an den inflammatorischen Infiltraten beteiligt.

3.7.8 Regulatorische T-Zellen

Trotz der kontinuierlichen transgenen Expression des Autoantigens im Darm und
in den Gallengangen der Leber und der nachgewiesenen Differenzierung adoptiv
transferierter OT-1 T-Zellen zu potenten Effektorzellen, verlief die Entziindungs-
reaktion in den Gallengangen selbstlimitiert und ging bis zum Tag 14 kontinuierlich
zurlick. Die Ausbildung einer immunvermittelten chronischen Cholangitis konnte
eventuell durch regulatorische T-Zellen effektiv unterdriickt worden sein. Um diese
Hypothese zu Uiberpriifen, wurde die Expression des fiir regulatorische T-Zellen
typischen Transkriptionsfaktors FoxP3 (Forkhead-Box-Protein £3) immunhistologisch
auf Leberschnitten aus IFABPxXASBT-OVA Mausen sowie aus den Parentalstammen
ASBT-OVA und IFABP-OVA untersucht. Wahrend in den Lebern von ASBT-OVA
Miusen nur vereinzelt FoxP3" Zellen vorhanden waren, wurden deutlich mehr diffus
im Parenchym verteilte FoxP3™ Zellen in IFABP-OVA und IFABPXASBT-OVA
Mausen nachgewiesen. Dabei kam es ausschlieBlich in IFABPxASBT-OVA Mausen zu

einer Co-Lokalisation FoxP3™ Zellen in den portalen T-Zell-Infiltraten (Abb. 12).
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Abb. 12: Immunhistologie fiir F4/80, B220, FoxP3 und CK19/CD90.1

Naive OT-l T-Zellen wurden /v. in IFABP-OVA, ASBT-OVA oder IFABPxASBT-OVA Mause
transferiert und am Tag 7 Leberbiopsien immunhistochemisch fiir F4/80, B220, FoxP3 sowie
CK19/CD90.1 gefarbt. Reprasentative Bilder aus zwei Experimenten (n = 6); VergroBerung 200x,
Ausschnitt unten rechts 800x.

Zusammenfassend fiihrte das Vorhandensein eines gemeinsamen Antigens im
Darm und in den Gallengangen der Leber dazu, dass CD8 T-Zellen liberwiegend im
GALT aktiviert wurden, in die Leber migrierten und dort die Entwicklung einer
immunvermittelten Cholangitis auslosten. Diese ging mit der Akkumulation endogener
B-Zellen und regulatorischen T-Zellen einher. Regulatorische T-Zellen waren

maoglicherweise an der Limitierung der Entziindungsreaktion beteiligt.

3.8 Infektion mit Salmonella im Darm begiinstigt die Aktivierung von T-Zellen

In den bisher beschriebenen Modellen wurden CD8 T-Zellen im GALT entweder
durch exogen appliziertes Antigen (OVA-Kolitis) oder durch transgen exprimiertes
endogenes Antigen aktiviert und die Folgen fir die Entstehung einer immunver-
mittelten Cholangitis untersucht, wenn das gleiche endogene Antigen in den
Gallengangen der Leber exprimiert wird. Da verschiedene bakterielle und virale
Infektionen des Gastrointestinaltraktes als mogliche Ausloser einer PSC  beim
Menschen diskutiert werden (Terjung und Spengler, 2009), sollte im transgenen

Mausmodell gepriift werden, ob eine lokale bakterielle Infektion und der damit
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einhergehende inflammatorische Kontext im Darm die Aktivierung von CD8 OT-I
T-Zellen gegen endogenes Antigen unspezifisch verandern kann und so einen Einfluss
auf die Entstehung einer immunvermittelten Cholangitis hat. Darliber hinaus sollte mit
OVA-exprimierenden Bakterien untersucht werden, ob dieses bakterielle Antigen durch
eine Antigen-spezifische Kreuzreaktion von OT-|I T-Zellen gegen das gleiche endogene

Antigen eine immunvermittelte Cholangitis auslosen kann.

3.8.1 Infektion mit Salmonella

Zuerst sollte die Konstellation untersucht werden, bei der im GALT ein
zusatzlicher inflammatorischer Stimulus durch eine Infektion mit einem attenuierten
Salmonella-Stamm  bewirkt wird. Salmonella typhimurium ist ein intrazellular
replizierendes Bakterium, das nach oraler Infektion iiber die M-Zellen in die
Peyerschen Plaques eindringt und vor allem Makrophagen und DC infiziert (Darji et
al, 1997). Hier wurde ein flir aromatische Aminosdauren auxotropher Sa/monella
typhimurium Stamm (aroA”) verwendet, um gezielt einen lokalen inflammatorischen
Kontext in Antigen-prasentierenden Zellen des GALT zu erzeugen und den Einfluss
auf die Aktivierung von CD8 T-Zellen zu untersuchen. Dazu wurden doppelt transgene
IFABPXASBT-OVA Mause und die einfach-transgenen Parentalstamme ASBT-OVA
und IFABP-OVA mit Salmonella  typhimurium SL7207 (Sm) oder einem
transformierten Sa/monella typhimurium SL7207 Stamm (SmOV/A), der eine verkiirzte
Form von Ovalbumin exprimiert, oral infiziert und zwei Tage spater naive OT-I

T-Zellen /.v. transferiert.

3.8.2 Salmonella-Nachweis

Es ist bekannt, dass eine orale Applikation des hier verwendeten attenuierten Sm-
Stammes in Wildtyp-B6 Mausen zu einer transienten Infektion des Diinndarms mit
einer Invasion der Peyerschen Plaques fiihrt, es kommt jedoch (liber den mLN hinaus
nicht zu einer systemischen Ausbreitung der Bakterien (Mittriicker und Kaufmann,
2000). Dies war auch fiir die verwendeten transgenen Mausstamme ASBT-OVA,
IFABP-OVA und IFABPxASBT-OVA anzunehmen, welche den gleichen genetischen
Hintergrund wie Wildtyp-B6 Mause besitzen. Die Ausdehnung der Infektion wurde

mittels Ausstrichen auf Nahrboden uberpriift. Wie erwartet, konnten am Tag 1 und 2



Ergebnisse — Infektion mit Salmonella im Darm begiinstigt die Aktivierung von T-Zellen 54

nach der oralen Applikation keine Salmonellen in Ausstrichen von homogenisierten
Organlysaten aus Milz und Leber nachgewiesen werden. In Fazesproben wurden auf
Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD)-Selektivnahrboden nur am Tag 1 nach der Infektion
im Mittel 0,7+0,4-10° Salmonellen pro mg nachgewiesen, am Tag 2 lag die Menge
bereits unter der Nachweisgrenze von 1-1O2CFU/mg. Dies galt auch fir den
transgenen Stamm SmOVA. Die Infektion mit den attenuierten Sa/monella-Stammen

blieb also sowohl lokal als auch temporar beschrankt.

3.8.3 Proliferation

Zunachst wurde untersucht, welchen Einfluss eine vorausgehende orale Infektion
mit Sm bzw. SmOVA auf die Proliferation adoptiv transferierter OT-l T-Zellen in
IFABPXASBT-OVA Mausen hat. Dazu wurden IFABPXASBT-OVA Mause mit Sm
oder SmOVA oral infiziert, zwei Tage spater naive CFSE-markierte OT-| T-Zellen /.v.
transferiert und am Tag 4 durchflusszytometrisch untersucht. Es zeigte sich in den
Peyerschen Plaques (Daten nicht gezeigt) und in den mLN aus Sm-infizierten Mausen
ein leicht erhohter Anteil proliferierender OT-I T-Zellen, wobei aus der Leber isolierte
OT-l T-Zellen eine niedrigere Fluoreszenzintensitat aufwiesen, also vor allem fort-
geschritten proliferierten T-Zellen entsprachen (Abb. 13A). Ahnlich zeigten OT-I
T-Zellen auch nach einer Infektion mit SmOVA eine leicht verstarkte Proliferation in

IFABPXASBT-OVA Mausen (Abb. 14A).

3.8.4 Effektorzytokine

Ob sich der fiir die Proliferation naiver OT-I T-Zellen beobachtete leichte pro-
inflammatorische Effekt einer vorhergehenden Sm-Infektion Antigen-unabhangig auch
auf die Effektorfunktionen der OT-I T-Zellen erstreckte, wurde ex vivo anhand der
Produktion von IFN-y nach Restimulation mit dem nominalen Peptidantigen
OVAos7.264 Uberpriift. In ASBT-OVA Mausen kam es nach der Infektion mit Sm zu
einem signifikanten Anstieg der IFN-y produzierenden Zellen in Milz und mLN, jedoch
nicht in der Leber. Dabei blieb der relative Anteil IFN-y™ OT-I T-Zellen unverdndert
niedrig (<20%), die Anzahl der OT-| T-Zellen beziiglich der Gesamtlymphozyten stieg
Jjedoch signifikant an (Abb. 13B). In IFABP-OVA Mausen fiihrte eine vorangegangene

Sm-Infektion im Gegensatz zu ASBT-OVA Mausen nicht zu einem signifikanten
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Anstieg der IFN-y produzierenden OT-I T-Zellen. Zwar wurde in IFABP-OVA Mausen
durch die Infektion mit Sm der hohe Anteil IFN-y produzierender OT-l T-Zellen
tendenziell gesteigert (im Mittel waren in der Milz ca. doppelt so viele IFN-y" OT-
T-Zellen vorhanden) der Effekt erreichte jedoch wie auch in mLN und Leber nicht das
Signifikanzniveau von p<0,05 (Abb. 13B). In doppelt transgenen IFABPxASBT-OVA
Miusen stieg nach der Infektion mit Sm der Anteil IFN-y"™ OT-I T-Zellen insbeson-
dere in den mLN deutlich an (8x). Dabei stieg der relative Anteil IFN-y* OT-|
T-Zellen in den mLN von IFABPxASBT-OVA Mausen vom niedrigen Ausgangswert
ahnlich wie in ASBT-OVA Mausen (<20%), auf einen den Werten von IFABP-OVA
Mausen  vergleichbaren Wert (>50%). Auch in  Milz und Leber von
IFABPxXASBT-OVA Mausen war eine tendenzielle Zunahme von IFN-y produzierenden
OT-| T-Zellen zu verzeichnen (Abb. 13B). Die Starke der Zunahme variierte zwischen
den einzelnen Tieren jedoch recht stark, wodurch groBe Interquartilsabstande
resultierten. Eine transiente Sm-Infektion im Darm beglinstigte also Antigen-
unabhangig die Aktivierung von OT-l T-Zellen im GALT und fiihrte zu einer

vermehrten Zahl IFN-y™ Effektorzellen.

3.8.5 Zytotoxizitat

Erganzend zur IFN-y Produktion wurde der Einfluss einer vorangegangenen Sm-
Infektion auf die Effektorfunktion auch anhand der zytolytischen Kapazitat der OT-I
T-Zellen mittels /n vivo Zytolyse-Assay untersucht. Parallel zum oben beschriebenen
Anstieg der IFN-y" Effektorzellen, kam es in ASBT-OVA Maiusen nach der Infektion
mit Sm zu einer signifikanten Erhohung der spezifischen Lyserate in Milz und mLN,
wahrend in der Leber die spezifische Lyserate unverdandert niedrig blieb (Abb. 13C).
Ahnlich zeigten IFABPXASBT-OVA Maiuse nach der Infektion mit Sm eine signifikant
erhohte spezifische Lyserate in mLN und interessanterweise auch in der Leber (Abb.
13C). Bei IFABP-OVA Mausen stieg nach der Infektion mit Sm die ohnehin schon
sehr hohe spezifische Lyserate nicht weiter an, wie es bei dem beobachteten konstant
hohen Anteil IFN-y produzierender OT-l T-Zellen zu erwarten war. Eine transiente
Sm-Infektion im Darm forderte also Antigen-unspezifisch die Differenzierung von OT-I

T-Zellen zu Effektorzellen mit Antigen-spezifischer zytolytischer Kapazitat.
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Abb. 13: Effektorfunktionen nach Salmonella-Infektion

ASBT-OVA, IFABP-OVA und IFABPxASBT-OVA Mause wurden mit Salmonella typhimurium
SL7207 (Sm) oral infiziert und zwei Tage spater naive OT-l T-Zellen /v. transferiert. (4) Die
Proliferation von OT-l T-Zellen wurde mittels CFSE-Farbung durchflusszytometrisch am Tag 2
nach dem T-Zell-Transfer bestimmt. Reprasentative Histogramme von Lymphozyten aus der Milz,
mesenterialen Lymphknoten (mLN) und Leber bezogen auf CD90.1" OT-l Zellen von zwei
Experimenten (n=6) sind abgebildet. Der Prozentsatz der proliferierenden Zellen ist oben links
dargestellt. (B) Die Produktion von IFN-y nach Stimulation mit OVA2s7-264 wurde fiir Zellen aus
der Milz, mLN und Leber am Tag 7 nach dem T-Zell-Transfer analysiert. Der logarithmisch
dargestellte Box-Plot zeigt den prozentualen Anteil IFN-y" OT-l T-Zellen bezogen auf
Lymphozyten (FSC/SSC), zusammengefasst aus zwei Experimenten (n=6). (C) Die zytolytische
Kapazitat der OT-l T-Zellen wurde mittels /in vivo Zytolyse-Assay an Tag 7 nach dem T-Zell-
Transfer bestimmt. Die Daten wurden aus zwei Experimenten zusammengefasst (n=6). Mann-
Whitney-U-Test * p<0.05, ** p<0.01, ns nicht signifikant, p>0,05.
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3.8.6 Infektion mit Salmonella-OVA

Nun wurde untersucht, ob durch eine vorangehende Infektion mit SmOVA das
bakterielle Antigen eine Antigen-spezifische Kreuzreaktion von OT-| T-Zellen gegen
das gleiche endogene Antigen ausgelost wird. Nach Infektion mit SmOVA konnte in
ASBT-OVA Mausen keine signifikante Veranderung in der IFN-y Produktion von
OT-l T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 14B). Demgegeniiber stieg in IFABP-
OVA-Mausen nach einer Infektion mit SmOVA der Anteil IFN-y produzierender OT-I
T-Zellen in Milz, mLN und Leber signifikant an, in der Milz verdreifachte sich die Zahl
IFN-y" OT-I T-Zellen. Einen ahnlichen Effekt hatte die vorausgehende Infektion mit
SmOVA auch in IFABPxASBT-OVA Mausen. Der Anteil IFN-y positiver OT-l
T-Zellen in Milz, mLN und Leber stieg signifikant an, die Zahl IFN-y produzierender
OT-I T-Zellen im Verhaltnis zur Gesamtlymphozyten-Population vervielfachte sich in
allen untersuchten Organen (Abb. 14B). Interessanterweise trat eine verstarkte
Aktivierung von OT-I T-Zellen durch eine vorangegangene SmOVA Infektion nur in
IFABP-OVA und IFABPxXASBT-OVA auf, also wenn im GALT gleichzeitig das

endogene Antigen und das gleiche bakterielle Antigen vorhanden waren.

3.8.7 Zytotoxizitat

Demnach ware nach einer Infektion mit SmOVA auch eine Steigerung der
zytolytischen Kapazitat der OT-l Effektorzellen zu erwarten. Tatsachlich wurde in
ASBT-OVA Mausen nach der Infektion mit SmOVA eine signifikante Erhohung der
spezifischen Lyserate in Milz und mLN beobachtet, wobei in der Leber die spezifische
Lyserate unverandert niedrig war (Abb. 14C). In IFABP-OVA Mausen blieb, wie nach
der oben beschriebenen Sm-Infektion, auch nach der Infektion mit SmOVA die
spezifische Lyserate konstant hoch und zeigte keine weitere Steigerung. In
IFABPXASBT-OVA Mausen zeigte sich parallel zum beschriebenen deutlichen Anstieg
IFN-y produzierender Effektorzellen nach der Infektion mit SmOVA eine signifikant
erhohte spezifische Lyserate in Milz, mLN und in der Leber (Abb. 14C).



Ergebnisse — Infektion mit Salmonella im Darm begiinstigt die Aktivierung von T-Zellen 58

A
mLN Leber

OKntrl 76,0 OKntrl 82,3 |
ESmOVA 83,5 ESmOVA 89,6

Ereignisse

CFSE

W

10 ASBT-OVA IFABP-OVA IFABPXASBT-OV,

* * *% *% *

-

-

-E!El
ns ns s E; l!
o T2 :

Milz mLN Leber Milz mLN Leber Miz mLN Leber

% IFN-y positive Lymphozyten

o
o
2

(@

1004  ASBT-OVA IFABP-OVA IFABPXASBT-OVA

*% *%* *

=3
o
I

[=2]
o
A

404

% spezifische Lyse

Milz mLN Leber Milz mLN Leber Miz mLN Leber

Abb. 14: Effektorfunktion nach Salmonella-OVA-Infektion

ASBT-OVA, IFABP-OVA und IFABPxASBT-OVA Mause wurden mit Sa/monella-OVA (SmOVA)
oral infiziert und zwei Tage spater naive OT-l T-Zellen /.v. transferiert. (A) Die Proliferation von
CFSE-markierten OT-l T-Zellen wurde durchflusszytometrisch am Tag 2 nach dem T-Zell-
Transfer bestimmt. Reprasentative Histogramme von Lymphozyten aus dem mesenterialen
Lymphknoten (mLN) und der Leber von IFABPxASBT-OVA Mausen bezogen auf CD90.1" OT-|
Zellen von zwei Experimenten (n=6) sind abgebildet. Der Prozentsatz der proliferierenden Zellen ist
oben links dargestellt. (B) Die Produktion von IFN-y nach Stimulation mit OVAos7-264 wurde fiir
Zellen aus der Milz, mLN und Leber am Tag 7 nach T-Zell-Transfer analysiert. Der logarithmisch
dargestellte Box-Plot zeigt den prozentualen Anteil IFN-y" OT-l T-Zellen bezogen auf
Lymphozyten (FSC/SSC), zusammengefasst aus zwei Experimenten (n=6). (C) Die zytolytische
Kapazitat der OT-l T-Zellen wurde mittels /in vivo Zytolyse-Assay an Tag 7 nach dem T-Zell-
Transfer bestimmt. Die Daten wurden aus zwei Experimenten zusammengefasst (n=6). Mann-
Whitney-U-Test * p<0.05, ** p<0.01, ns nicht signifikant, p>0,05.

Insgesamt verstarkte eine transiente Infektion mit SmOVA im Darm die

Differenzierung von OT-l T-Zellen zu zytolytisch aktiven Effektorzellen, am starksten
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war der Effekt in IFABPxASBT-OVA Mausen. Dabei zeigte eine Infektion mit OVA-
exprimierenden Bakterien gegeniiber dem Sm-Parentalstamm einen etwas stdrker

ausgepragten Effekt.

3.9 Infektion mit Salmonella verstarkt eine immunvermittelte Cholangitis

Da eine lokale bakterielle Infektion mit Sm bzw. SmOVA im Darm die
Aktivierung und Differenzierung von OT-l T-Zellen unabhangig vom Vorhandensein
des Antigens im Bakterium verstarkte, wurde anhand (immun-) histologischer
Farbungen und der ins Blut freigesetzten ALT-Menge untersucht, ob die Infektion mit
Salmonellen einen Einfluss auf die Entstehung einer immunvermittelten Cholangitis in

der Leber hat.

3.9.1 Histologrie

In der histologischen Auswertung von Leberschnitten aus den einfach-transgenen
Parentalstammen IFABP-OVA und ASBT-OVA war histologisch nur ein geringer
Anstieg der Zahl lobular auftretender Infiltrate im Vergleich zu nicht infizierten
Mausen feststellbar, und es kam nicht zu periduktuldaren Infiltraten (Abb. 15A, B).
Demgegeniiber zeigten sich in IFABPxASBT-OVA Mausen nach vorangegangener
Infektion mit Sm oder SmOVA neben vereinzelten lobularen Infiltraten und diffus im
Parenchym verteilten mononuklearen Zellen eine Zunahme in Zahl und Umfang der
periduktularen Infiltrate, welche immunhistochemisch als CD3" T-Zellen charak-
terisiert werden konnten (Abb. 15C). Eine semi-quantitative histopathologische

Auswertung bestatigte signifikante Veranderungen nach der Infektion (Abb. 16E).
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Abb. 15: Histologie nach Salmonella- bzw. Salmonella-OVA-Infektion

ASBT-OVA, IFABP-OVA und IFABPxXASBT-OVA Mause wurden mit Sa/monella (Sm) oder
Salmonella-OVA (SmOVA) oral infiziert und zwei Tage spater naive OT-| T-Zellen /v. transferiert.
Am Tag 7 nach dem T-Zell-Transfer wurden die Mause getotet und Schnitte von Leberproben aus
(A) ASBT-OVA, (B) IFABP-OVA und (C) IFABPxASBT-OVA Mausen fiir H/E und immunhisto-
chemisch fiir CD3 (rot) gefarbt. Reprdsentative Bilder aus zwei Experimenten (n = 6);
VergroBerung 200x.
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392 Plasma-ALT

Um den zeitlichen Verlauf der Leberschadigung zu erfassen, wurde den Mausen in
regelmaBigen Abstanden nach Infektion und adoptiven OT-lI T-Zell-Transfer Blut
entnommen und die Plasma-ALT Konzentration bestimmt. Wahrend in ASBT-OVA
Mausen eine vorangegangene Infektion mit Sm zu keiner Veranderung des ALT-
Wertes fiihrte, kam es in IFABP-OVA Mausen zu einer leichten, jedoch signifikanten
Erhohung am Tag 7 (<3x). In IFABPxASBT-OVA Mausen zeigte sich nach der Sm-
Infektion eine Verdopplung des ALT-Wertes gegeniiber der nicht infizierten
Kontrollgruppe mit Hohepunkt am Tag 7, der bis zum Tag 14 langsam wieder nahezu
das Ausgangsniveau abfiel (Abb. 16A). Ahnlich kam es nach Infektion mit SmOVA
nur in doppelt-transgenen IFABPxASBT-OVA Mausen, jedoch nicht in den einfach-
transgenen Parentalstammen ASBT-OVA und IFABP-OVA, zu einer signifikanten
Erhchung des Plasma-ALT-Wertes. Trotz des starken ALT-Anstiegs (20x) blieb diese
Hepatitis selbstlimitiert und klang bis zum Tag 14 nach OT-I T-Zell-Transfer nahezu
vollstandig ab (Abb. 16B). Zur iibersichtlichen statistischen Analyse sind die Plasma-
ALT-Werte von Tag 7 zusatzlich in Box-Plot-Diagrammen dargestellt (Abb. 16C).
Wahrend eine vorangegangene Infektion mit Sm oder SmOVA keine bzw. sehr geringe
Auswirkungen auf den Plasma-ALT-Wert in den einfach-transgenen Parentalstammen
IFABP-OVA und ASBT-OVA hatte, zeigte sich in IFABPxASBT-OVA Mausen nach

Infektion eine deutliche Verstarkung der Entziindung in der Leber (Abb. 16D).
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Abb. 16: ALT Werte in ASBT, IFABP, IFABPxASBT nach Salmonella-Infektion

ASBT-OVA, IFABP-OVA und IFABPXASBT-OVA Mause wurden mit Sa/monella (Sm) oder
Salmonella-OVA (SmOVA) oral infiziert und zwei Tage spater wurden naive OT-l T-Zellen /v.
transferiert (Tag 0). (A) Verlauf der Plasma-ALT Konzentration bezogen auf den Ausgangswert
nach Sm-nfektion in IFABPxASBT-OVA Mausen (n=8). (B) Verlauf der Plasma-ALT
Konzentration bezogen auf den Ausgangswert nach SmOVA-Infektion in IFABPxASBT-OVA
Mausen (n=8). (C), (D) Plasma-ALT Konzentration bezogen auf den Ausgangswert am Tag 7
nach OT-lI T-Zelltransfer und Sm bzw. SmOVA Infektion in ASBT-OVA, IFABP-OVA und
IFABPXASBT-OVA Mausen, in (D) Gegeniiberstellung der Mausstaimme am Tag 7. Die
Ergebnisse wurden aus mindestens zwei Experimenten zusammengefasst. (£) Semi-quantitative
Analyse der Histopathologie. Kruskal-Wallis-Test (Dunn’s post-hoc Test)* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001; n.s. nicht signifikant (p>0,05).

Zusammenfassend fiihrte der mit einer lokalen Sm-Infektion einhergehende
inflammatorische Kontext im GALT zu einer verstarkten Aktivierung von OT-I
T-Zellen und zur Differenzierung zu zytotoxischen Effektorzellen. Wenn gleichzeitig
endogenes Antigen in Darm und Leber in IFABPXASBT-OVA Mausen vorhanden war,
kam es zu einer deutlich verstarkten immunvermittelten Cholangitis. Darliber hinaus

wurde durch bakterielles Antigen von SmOVA eine Antigen-spezifische Kreuzreaktion
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von OT-I T-Zellen gegen das gleiche endogene Antigen induziert und so eine immun-

vermittelte Cholangitis in IFABPxASBT-OVA Mausen nochmals deutlich verstarkt.

3.9.3 Dendritische Zellen

Salmonella kann die Antigenprasentation infizierter APC durch Interferenz mit
dem MHC-II Prasentationsweg negativ beeinflussen (Qimron et a/., 2004), und obwohl
Salmonellen nur in weniger als 1% der DC-Population vorkommen (Sundquist und
Wick, 2005), die Reifung des iiberwiegenden Anteils nicht infizierter DC durch Typ-I
Interferone /n trans induzieren (Tam et al, 2008). Da so auch endogene Antigene in
einem co-stimulatorischen Kontext prasentiert werden konnen, sollte untersucht
werden, welche Auswirkungen eine vorausgehende Sm-Infektion auf die Aktivierung
und DC-Reifung als wichtigen Regulator der adaptiven Immunitat hat. Am Tag 4
nach der SnrInfektion zeigten CD11c"" DC in den mLN und in der Leber von
IFABPXASBT-OVA Mausen eine signifikant niedrigere Expression von MHC-II,
wahrend das co-stimulatorische Molekiil CD86 insbesondere auf DC aus der Leber
starker exprimiert wurde (Abb. 17A). Diese Effekte auf die MCH-II und CD86
Expression waren auf CD8" CD11c"" DC, welche fiir die Kreuzprasentation eine
besondere Rolle spielen (Shortman und Heath, 2010), noch deutlicher ausgepragt
(Abb. 17B). Interessanterweise betrifft dies nicht nur einen geringen Anteil der DC,
welche von einer Infektion betroffen sein konnten, sondern die Mehrheit der
Population. Sowohl in den mLN als auch in der Leber nahm der Anteil CD11c"" DC
in Bezug auf die Gesamtlymphozyten signifikant auf das Doppelte zu (Abb. 17C).
Dabei blieben die relativen Anteile CD8" CD11c"" DC in den mLN konstant bei ca.
25%, wahrend in der Leber der Anteil signifikant zunahm (Abb. 17D). In den mLN
exprimierten die immigrierenden DC also im gleichen Verhaltnis CD8 wie ohne Sm-
Infektion, wahrend in der Leber nach der Infektion ca. doppelt so viele CD8"

CD11c"" DC vorkamen.
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Abb. 17: Phanotyp und Verteilung Dendritischer Zellen nach Salmonella-Infektion

IFABPXASBT-OVA Mause wurden mit Sa/monella (Sm) oral infiziert oder PSB verabreicht (Kntrl)
und 2 Tage spater naive OT-l T-Zellen /v. transferiert. Am Tag 4 wurde die Expression von
MHC-Il und CD86 auf (4) CD11c"" oder (B) auf CD11c"" CD8' durchflusszytometrisch
gemessen, reprasentative Histogramme aus zwei Experimenten (n=6). (C) Der Anteil CD11c"?"
Zellen bezogen auf die Gesamtlymphozyten (FSC/SSC), bzw. (D) der Anteil CD8" Zellen bezogen
auf CD11c"" Lymphozyten sind als Mittelwert + Standardabweichung aufgetragen (n=6), Mann-
Whitney-U-Test: * p<0,05, ** p<0,01.

Zusammenfassend fiihrte der mit einer lokalen Sm-Infektion einhergehende
inflammatorische Kontext in den mLN und dariiber hinaus in der Leber zu einer
erhohten Anzahl und zu einer verstarkten Aktivierung und Reifung von DC,

insbesondere bei CD8* DC.
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4. Diskussion

4.1 Aktivierung von T-Zellen im Darm-assoziierten lymphatischen Gewebe

4.1.1 Aktivierung von T-Zellen im Kolon

Um die Rolle der enterohepatischen Migration von T-Zellen fiir die Induktion
einer immunvermittelten Cholangitis zu untersuchen, bedurfte es eines Tiermodells,
das es ermoglicht, T-Zellen lokal im GALT zu aktivieren und die immunologischen
Effekte in der Leber zu verfolgen. Dazu wurde ein neuartiges Antigen-abhangiges
Kolitis-Modell entwickelt, bei dem adoptiv transferierte CD8 T-Zellen durch in das
Kolon appliziertes Antigen aktiviert werden, zu IFN-y positiven, zytotoxischen

Effektorzellen differenzieren und eine transiente lokale Entziindung auslosen.

Fir die Untersuchung der enterohepatischen Migration waren von den vielen
bekannten Kolitis-Modellen insbesondere CD8 T-Zell-abhangige Kolitis-Modelle
relevant, da die initialen Infiltrate in der Leber von PSC-Patienten iberwiegend aus
aktivierten CD8 T-Zellen bestehen (Cruickshank et a/, 1999; Ponsioen et al., 1999)
und ebenso in Tiermodellen CD8 T-Zellen fiir die Entstehung einer Cholangitis eine
dominante Rolle spielen (Hsu et a/, 2009; Yang et al, 2008). Beispielsweise kann
durch den Transfer von Heat shock protein (Hsp)-60 spezifischen CD8 T-Zellen in
TCR-B defiziente Mause eine fatale Entziindung in Diinndarm und Kolon ausgelost
werden, die abhangig von TNF-a und der Kreuzprasentation des endogenen Antigens
auf MHC-I ist (Steinhoff et a/, 1999). In dieser Studie fiihrt die Kreuzreaktivitat
zwischen bakteriellem und endogenem Hsp60 zur Antigen-spezifischen Aktivierung der
CD8 T-Zellen im GALT, und interessanterweise migrieren diese aktivierten T-Zellen in
die Leber, wo sie eine maBiggradige Hepatitis auslosen. Wie die meisten Kolitis-
Modelle setzt dies jedoch einen Defekt bei der Immunregulation voraus, was die
Interpretation der Ergebnisse einschrankt. So ist in TCR-3 defizienten Mausen die
thymische T-Zell-Reifung stark beeintrachtigt, so dass wie in Recombination-
Activating Gene (RAG) 1/2-Knockout-Mausen (Shinkai et al, 1992) keine
regulatorischen T-Zellen vorhanden sind und durch die ausgepragte Lymphopenie

adoptiv transferierte CD4 oder CD8 T-Zellen spontan proliferieren konnen und leicht
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Entziindungen des Darms auftreten (Powrie et a/, 1994; Tajima et a/, 2008). Um
die klinische Situation besser abzubilden, wurde daher ein Modell in

immunkompetenten Mausen entwickelt.

Bei der in der vorliegenden Arbeit entwickelten OVA-Kolitis werden adoptiv
transferierte CD8 T-Zellen durch rektal appliziertes Antigen aktiviert und losen in
Wildtyp-Mausen eine transiente Kolitis aus. Fir die Induktion einer T-Zell-Reaktion,
ist es notwendig, dass die Antigene von APC aufgenommen, prozessiert und auf
MHC-I prasentiert werden (Neefjes et a/, 2011). Dazu wurde die Darmschleimhaut
durch die rektale Gabe von Ethanol gestort, so dass die rektal applizierten Antigene in
direkten Kontakt mit dem Epithelium treten konnten. Die luminalen |oslichen Antigene
konnen dann iber Epithelzellen oder intraepitheliale Makrophagen aufgenommen und
tiber Exosomen oder in direktem Zellkontakt durch Gap-Junctions an DC weiterge-
leitet werden (Mazzini et al., 2014). Die erfolgreiche Prasentation des Antigens auf
APC wurde in der vorliegenden Arbeit indirekt durch die Proliferation adoptiv
transferierter, CFSE-markierter OT-I CD8 T-Zellen nachgewiesen. Dabei wurden
proliferierende OT-I T-Zellen nicht nur in den mLN, sondern auch in Milz und Leber
gefunden, was auf eine rasche Umverteilung der T-Zellen oder eine extraintestinale
Aktivierung beispielsweise in der Milz hindeutet. Aufgrund der betrachtlichen Ethanol-
induzierten Epithelbarriere-Storung ist eine Translokation des Antigens ins Blut und
somit einen Transport in Leber und Milz nicht vollstandig auszuschlieBen. Allerdings
weist der Phanotyp der OT-I T-Zellen mit dem Darm-typischen Integrin a4B7 auf
eine lberwiegende Aktivierung im GALT mit anschlieBender Rezirkulation hin, da
dieser Phanotyp Retinolsaure-abhangig insbesondere von DC des Darms eingepragt
werden kann (Eksteen et a/., 2009). So kamen am Tag 2 nach dem Transfer in den
MLN OVA-behandelter Mause fast doppelt so viele OT-I T-Zellen wie in den BSA-
behandelten Kontrolltieren vor, wovon ca. 39% das Integrin od4f7 exprimierten,
wahrend in Milz und Leber in beiden Gruppen der Anteil der OT-l T-Zellen an den
Gesamtlymphozyten niedrig lag, und weniger als 19% der davon a4f7 exprimierten
(Abb. 21, siehe Anhang 6.1). Dariiber hinaus weist der im Verlauf von Tag 2 bis Tag
5 sinkende Anteil Integrin adB7 positiver OT-I T-Zellen in den mLN darauf hin, dass

das Antigen nur transient zur Aktivierung der naiven T-Zellen zur Verfiigung stand.
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Da das Antigen nur einmalig intrarektal appliziert wurde, wird es rasch aus dem
Lumen verdrangt und degradiert, so dass eine Rezirkulation der im GALT aktivierten
OT-I T-Zellen ohne ein stabil im Darm prasentiertes Antigen wahrscheinlich erscheint.
Auch in der Literatur wird eine praferentielle, jedoch nicht ausschlieBlich durch das
nominale Antigen und den Ort der Aktivierung bestimmte Migration im GALT
aktivierter CD8 T-Zellen beschrieben, die zu einer raschen Rezirkulation von Effektor-
und Gedachtnis-T-Zellen auch durch nicht-lymphoide periphere Gewebe fiihrt
(Masopust et al., 2004). Des Weiteren zeigte sich in Pilotexperimenten zur maglichen
Blockierung der Effektor-T-Zell-Migration mittels eines gegen die Integrin-
Untereinheit a4 gerichteten Antikorpers (Andrew et al, 1994; Lobb und Hemler,
1994) bei der OVA-Kolitis /n vivo eine drastische Reduktion von CD3" T-Zellen im
Kolon sowie signifikant niedrigere endoskopische und histologische Entziindungs-
zeichen (Abb. 22, siehe Anhang 6.1), was auf einen direkten Zusammenhang der
Kolitis mit einer Integrin o4-abhangigen Migration im GALT aktivierter CD8 OT-I

T-Zellen in das Kolon hinweist.

Die adoptiv transferierten OT-l T-Zellen proliferieren in OVA-behandelten
Mausen nicht nur, sondern differenzieren zu IFN-y produzierenden, zytolytisch aktiven
Effektorzellen. Dazu miissen die OT-I T-Zellen durch reife professionelle APC
aktiviert worden sein, welche auch die fiir eine vollstandige T-Zell-Differenzierung
notwendigen Signale 2 (Co-Stimulation) und 3 (Zytokine) vermitteln. Die dazu notige
Reifung der DC kann direkt durch PAMP/DAMP-Kontakt oder /n trans durch TNF-o
und Typ-I Interferone ausgelost werden (Joffre et al, 2009). Dabei ist davon
auszugehen, dass die Ethanol-induzierte Epithelbarriere-Storung ein Eindringen der
bakteriellen Flora in sub-epitheliale Bereiche verursacht und so liber PRR-Signale lokal
ein pro-inflammatorische Kontext erzeugt wird, der die Reifung der APC und die
Antigen-spezifische Differenzierung der transferierten CD8 OT-lI T-Zellen zu

Effektorzellen ermaoglicht.

Neben dem primaren Ziel der lokalen Antigen-spezifischen Aktivierung der CD8
OT-I T-Zellen, fiihrt die rektale Applikation von OVA zu einer transienten Entziin-
dung des Kolons. Die Folge war ein leichter bis maBiger Gewichtsverlust, der in einem

Zeitraum von fiinf Tagen bei den meisten Tieren wieder vollstandig zuriickging. Dabei
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liegt die recht groBe Varianz des Gewichtsverlusts zwischen verschiedenen Tieren
wahrscheinlich in der individuellen effektiven Menge und Verweildauer der applizierten
Ethanol- bzw. Antigenlosung im Kolon begriindet, die auch durch eine forcierte
Defakation der Tiere vor dem Einlauf und der Erhohung der Viskositat der Antigen-
losung mittels Carboxymethylzellulose nur begrenzt standardisierbar war. Daher wurde
der bei i/ vivo Experimenten nicht vermeidbaren Werte-Spreizung relativ
unspezifischer Parameter wie dem Gewicht Rechnung getragen, indem weitere
spezifischere Entziindungsparameter mittels Endoskopie und (Immun-) Histologie
untersucht wurden. So wiesen OVA-behandelte Tiere mit einem transient starkeren
Gewichtsverlust auch bei bereits ansteigendem Gewicht am Tag 4 endoskopisch
starkere Entziindungszeichen im Kolon auf, als weniger betroffene oder BSA-
behandelte Tiere. Der Endoskopie-Score korreliert also mit dem transienten
Gewichtsverlust. In den histologischen Untersuchungen zeigten sich neben CD8
positiven T-Zellen Infiltrate mononuklearer Zellen, die zum Teil myeloide Peroxidase
exprimieren, was auf Makrophagen und Neutrophile hindeutet. Diese aus dem Blut
rekrutierten Zellen des angeborenen Immunsystems besitzen potente anti-mikrobielle
Aktivitaten zur Begrenzung einer bakteriellen Translokation und konnen zur
intestinalen Entziindung beitragen (Naito et a/, 2007). Der sowohl in der OVA- als
auch in der BSA-behandelten Kontrollgruppe beobachtete akute Gewichtsverlust am
Tag 1 nach der Behandlung ist wahrscheinlich eine direkte Folge der Ethanol-
induzierten Epithelbarriere-Storung, da allein die repetitive intrarektale Applikation von
50% Ethanol eine histologisch &hnliche Kolitis hervorrufen kann (Andrade et al,
2003). In der vorliegenden Arbeit war jedoch die lokale Antigen-spezifische Aktivierung
von CD8 T-Zellen das primare Ziel, daher wurde eine niedrigere Ethanolkonzentration
von 30% genutzt, um einen proinflammatorischen Kontext fiir das rektal applizierte
Antigen zu schaffen, aber die Tiere nicht zu stark zu beeintrachtigen. Durch die
zusatzliche Applikation von OVA als definiertes Antigen wurde eine spezifische
Differenzierung der transferierten CD8 OT-| T-Zellen zu zytotoxischen Effektorzellen
erreicht, welche die Entziindungsreaktion der Ethanol-indizierten Epithelbarriere-
Storung verstarkten und die verzogerte Erholung der OVA-behandelten Tiere

bewirkten.
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Eine Kolitis kann in immunkompetenten Mausen auch chemisch durch die rektale
Applikation des Haptens 2,4-Dinitrobenzensulfonsiaure (DNBS) ausgelost werden,
welches Selbstproteine und Bestandteile der mikrobiellen Flora kovalent modifiziert
und so CD4 und CD8 T-Zell-Antworten induziert, die bei der wiederholten rektalen
Applikation von DNBS zu einer Entziindung fiihren. Wie bei der OVA-Kolitis differen-
zieren in diesem Modell CD8 T-Zellen zu Effektorzellen und sind fiir die Entstehung
der Kolitis von entscheidender Bedeutung (Nancey et al/, 2006). Es treten dabei
jedoch keine Infiltrate in der Leber auf, und das Hapten generiert kein definiertes
Antigen im Darm, wodurch die enterohepatische Migration fiir die Entstehung einer
Entziindung in der Leber nicht gezielt untersucht werden kann. Dies wird erst durch
die Kombination des Antigen-spezifischen OVA-Kolitis Modells mit ASBT-Mausen
ermoglicht, die das gleiche Antigen transgen in den Cholangiozyten exprimieren. Die
im GALT aktivierten CD8 T-Zellen migrierten hier in die Leber, wo sie durch das
Vorhandensein des gleichen Antigens in den Cholangiozyten eine Cholangitis

induzierten.

4.1.2 Aktivierung von T-Zellen im Diinndarm

Zusatzlich zum OVA-Kolitis Modell wurde mit IFABP-OVA Mausen ein
transgenes Mausmodell herangezogen, bei dem das Antigen in den Diinndarm-
enterozyten exprimiert wird und adoptiv transferierte OT-I CD8 T-Zellen ebenfalls im
GALT aktiviert werden. Die in IFABP-OVA Mausen im GALT (mLN/Peyersche
Plaques) aktivierten CD8 T-Zellen migrierten insbesondere in die Lamina propria und
das intraepitheliale Kompartiment des Diinndarms, aber auch in andere lymphoide
Organe, wie Milz, periphere Lymphknoten und Leber. Dies bestatigt die Ergebnisse
einer fritheren Studie, in der OT-l T-Zellen auBerdem in Thymus, Knochenmark und
in nicht lymphoiden Organe wie Gehirn, Niere, Fettgewebe, Lunge und Leber nachge-
wiesen wurden, wobei (ibereinstimmend ein groBer Teil in der Leber vorkam
(Masopust et al, 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die
transferierten OT-1 CD8 T-Zellen zu IFN-y produzierenden, zytotoxischen Effektor-
zellen differenzieren und die in die Lamina propria migrieren, jedoch keine Enteritis
verursachen. Dafiir ist eine (Kreuz-) Prasentation des transgenen epithelialen Antigens

auf MHC-I notwendig, was durch professionelle APC, die apoptotische Enterozyten
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endozytisch aufnehmen und zum mLN transportieren (Huang et a/., 2000), oder die
Enterozyten selbst als nicht professionelle APC geschehen kann (Allez et al., 2002).
Ohne Entziindungsmediatoren durch PRR-Signale werden jedoch keine Effektor-
Reaktionen induziert, sondern iiber PD-1/PD-L1 die Toleranz gegeniiber dem
endogenen Antigen aufrechterhalten (Reynoso et a/, 2009). Trotz der massiven
T-Zell-Infiltration der Lamina propria kam es so auch in den Studien von Vezys et al.
ohne einen zusatzlichen inflammatorischen Stimulus in Form einer Virusinfektion,
durch Choleratoxin oder durch anti-CD40 nicht zu einer Enteritis, und nach 17 Tagen
waren die transferierten OT-lI T-Zellen vollstandig deletiert (Vezys und Lefrancois,
2002; Vezys et al, 2000). Im Gegensatz zu der bei Vezys et al. fiir intraepitheliale
Lymphozyten gezeigten geringen Effektorfunktion am Tag 5, konnte in der vor-
liegenden Arbeit eine vollstandige Differenzierung zu IFN-y produzierenden
Effektor-T-Zellen nachgewiesen werden. Dies konnte durch die hohere Zahl
transferierter OT-|1 T-Zellen (10x) begriindet sein, wodurch eine Differenzierung ohne
CD4 T-Zell-Hilfe ermoglicht und periphere Toleranzmechanismen iiberwunden werden
konnen (Mintern et al., 2002; Umeshappa et a/., 2013). Die physiologisch vorhandene
Zahl reqgulatorischer T-Zellen kann dabei die Aktivierung der groBen Zahl
monoklonaler CD8 T-Zellen nicht vollstandig unterdriicken, das Gleichgewicht wird
durch die gleichzeitige Induktion regulatorischer T-Zellen durch einen positiven IL-2
Feedback-Mechanismus jedoch rasch wiederhergestellt (McNally et a/, 2011). Daher
kommt es trotz der dauerhaften transgenen Expression des Antigens im
Diinndarmepithel wie bei der OVA-Kaolitis nur zu einer transienten Effektorphase, die

keine chronische Pathologie hervorruft.

In einem alternativen transgenen Mausmodell, in dem unter dem Villin-Promotor
ein Modellantigen in Enterozyten exprimiert wird, wurde jedoch eine vollstandige
Differentiation zu Effektorzellen und die Induktion einer Enteritis ohne einen zusatz-
lichen inflammatorischen Stimulus beschrieben (Westendorf et a/., 2006). Das Antigen
wird in diesem Modell in den Villi- und Kryptenepithelzellen exprimiert, wahrend in
IFABP-OVA Mausen das Antigen nur in reifen Epithelzellen und nicht in den Krypten
vorkommt (Vezys et al., 2000), welche als Stammzellniche eine wichtige Rolle in der

Epithelhomoostase spielen. Etwaige Storungen des Kryptenepithels haben demnach
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fiir die intestinale Barriere groBere Auswirkungen, als die Zerstorung reifer Epithel-
zellen, die konstant durch neue Zellen ersetzt werden (Peterson und Artis, 2014).
Interessanterweise fiihrte eine direkte Kreuzung der Villin-transgenen Mause mit
TCR-transgenen Mausen zu peripherer Toleranz, ebenso der Co-Transfer von
Antigen-spezifischen regulatorischen T-Zellen (Westendorf et al, 2006). Fir das
primare Ziel der Antigen-spezifischen Aktivierung von CD8 T-Zellen im GALT, um die
Entstehung einer immunvermittelten Cholangitis zu untersuchen, ist das IFABP-OVA
Modell ohne die Auspragung einer starken Enteritis besser geeignet und wurde daher

in der vorliegenden Arbeit verwendet.

4.1.3 Phanotyp von im GALT aktivierten T-Zellen

Trotz ahnlich ausgepragter Effektorfunktionen, wie |FN-y Produktion und
Zytotoxizitat, unterscheiden sich die in IFABP-OVA Mausen oder in Wildtyp-Mausen
mit OVA-Kolitis im GALT aktivierten OT-I T-Zellen deutlich hinsichtlich der
Chemokinrezeptor- und Integrin-Expression (Tabelle 4, sieche Anhang 6.1). So zeigten
OT-l T-Zellen aus IFABP-OVA Mausen gegentiber Wildtyp-Mausen mit OVA-Kolitis
einen signifikant hoheren Anteil o4B7" und CCR9" Zellen, wihrend der Anteil der
Integrin-Untereinheit B1" Zellen geringer ausfiel und CXCR3 und CCR5 in beiden
Modellen ahnlich stark exprimiert wurde. Gleichzeitig wiesen in IFABP-OVA Mausen
mehr OT-I T-Zellen einen vollstandig aktivierten CD62L’/CD44high Phanotyp auf.

Die Unterschiede zwischen den Modellen konnten zum Teil in der oben
angedeuteten unterschiedlichen Menge des Antigens und der Dauer der Antigen-
prasentation begriindet sein. Wahrend im OVA-Kolitis Modell das Antigen nur
transient im Kolon vorhanden ist und nur kurzfristig zur Prasentation im GALT zur
Verfiigung steht, ermoglicht die kontinuierliche transgene Expression des Antigens in
Enterozyten einen wiederholten Kontakt der transferierten OT-l T-Zellen mit profes-
sionellen APC, so dass mehr Zellen vollstandig aktiviert werden (CD62L"/CD44"")
und bei einem groBeren Anteil der Darm-Homing Phanotyp o4B77/CCR9" eingepragt
werden kann. Dabei ist zu beachten, dass der Chemokinrezeptor CCR9 insbesondere
fiir die Migration in den Diinndarm eine wichtige Rolle spielt und fiir das Kolon nur

von untergeordneter Bedeutung ist (Kwon et a/, 2002; Teramoto et al, 2005).
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Entsprechend konnte sich die erhohte Expression in IFABP-OVA Mausen im Vergleich
zum OVA-Kolitis Modell erklaren.

Mit der erhohten Expression des Integrins a4B7 geht auf OT-I T-Zellen in
IFABP-OVA Mausen eine erniedrigte Expression der B1-Integrinkette einher, da B1
und B7 um die Bindung der gemeinsamen Untereinheit a4 konkurrieren und iber
miteinander verkniipfte Signalwege reguliert werden (Andrew et al, 1994).
Gleichzeitig weist der hohe Anteil CXCR3" OT-I T-Zellen und die vergleichbar
niedrige CCR5 Expression auf ein dhnliches co-stimulatorisches Zytokinmilieu mit viel
IFN-y (Nakajima et a/, 2002) und wenig IL-12 (lwasaki et a/, 2001) hin, da die
Expression der Chemokinrezeptoren auf aktivierten T-Zellen direkt von der Co-
Stimulation mit diesen Zytokinen abgangig ist. Auch fiir die hier beobachtete CD8
T-Zell-Aktivierung ohne CD4 Hilfe ist ein Interferon-reiches Zytokinmilieu notwendig,
welches insbesondere durch PRR-Signale induziert werden kann (Wiesel und Oxenius,
2012). Bei der OVA-Kolitis werden diese wegen der Ethanol-induzierten Epithel-
barriere-Storung  wahrscheinlich  von  der eindringenden intestinalen  Flora
hervorgerufen, bei IFABP-OVA Mausen ist die Ursache unklar. Moglicherweise spielt
eine parakrine Zytokin-Stimulation durch die hohe Zahl der transferierten naiven CD8

OT-| T-Zellen dabei eine Rolle (Mintern et a/., 2002; Umeshappa et a/., 2013).

Dariiber hinaus ist nicht auszuschlieBen, dass die untersuchten Migrations-
molekiile der im GALT aktivierten CD8 T-Zellen einer dynamischen Plastizitat
unterliegen, so dass der initial eingepragte Phanotyp bei erneutem Antigenkontakt
nach der Migration in den Darm bzw. in der Leber lokal modifiziert werden konnte
(Mora und von Andrian, 2006). So weisen beispielsweise OT-I T-Zellen in den
intraepithelialen Lymphozyten sowohl im OVA-Kolitis Modell als auch in IFABP-OVA
Miusen einen deutlich gesteigerten Anteil CCR5" Zellen gegeniiber den anderen
untersuchten Organen auf (Tabelle 4, siehe Anhang 6.1). Ob dies an einer
Akkumulation dieser Zellen im Darm oder einer Anpassung der Expression aufgrund

der lokalen Mikroumgebung begriindet liegt, ist unklar.

Trotz der unterschiedlichen Menge des verfligbaren Antigens im OVA-Kolitis
Modell und in IFABP-OVA Mausen differenzieren die OT-lI T-Zellen in beiden

Modellen zu Effektorzellen, und es kommt zu einer ahnliche starken Migration IFN-y
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produzierender Zellen in die Leber, wo sie bei Vorhandensein des gleichen Antigens
eine immunvermittelte Cholangitis in den Cholangiozyten auslosen. Interessanterweise
wurde jedoch nur in IFABP-OVA und IFABPXASBT-OVA Mausen eine signifikante
zytolytische Aktivitat der OT-l T-Zellen in der Leber nachgewiesen. Da hier jedoch
etwa gleich viele IFN-y produzierende Zellen in der Leber vorhanden waren wie bel
einer OVA-Kolitis, ist ein einfacher quantitativer Effekt auszuschlieBen. Die messbare
zytolytische Aktivitat konnte entweder durch eine differentielle Lokalisation der
Effektorzellen innerhalb der Leber oder durch eine erhohte Funktionalitat der OT-I
T-Zellen aufgrund der stabilen transgenen Antigenexpression im Darm zu erklaren
sein. Immunhistologisch waren in der Leber von IFABP-OVA und IFABPXASBT-OVA
Mausen zusatzlich zu periduktularen Infiltraten auch diffus im Parenchym verteilte
CD3" T-Zellen zu finden, welche kaum in der Leber von Tieren mit OVA-Kolitis
auftraten. Dieser Befund spricht dafiir, dass die OT-l Effektorzellen vor allem in
IFABP-OVA und IFABPxASBT-OVA Mausen in direkten Kontakt mit den markierten
Zielzellen treten konnten, welche die Lebersinusoiden passieren. Eine erhohte
Funktionalitat der OT-l T-Zellen in IFABP-OVA und IFABPxXASBT-OVA Mausen
scheint demgegeniiber unwahrscheinlich, da in Milz und mLN eine ahnliche
zytolytische Aktivitat wie in Mausen mit OVA-Kolitis detektiert wurde. Insgesamt ist
die Aktivierung der CD8 T-Zellen im GALT — unabhangig vom Ort des Antigens im
Darm — hinreichend fiir die Induktion einer immunvermittelten Cholangitis. Sowohl bei
einer OVA-Kolitis in ASBT-OVA Mausen, als auch in IFABPXASBT-OVA Mausen
kommt es zu einer transienten Entziindung in der Leber mit einer dhnlichen Erhchung
der Plasma-ALT Konzentration. Dies steht im Gegensatz zur klinischen Situation, wo
die PSC mit dem Auftreten einer Kolitis jedoch nicht mit einer Entziindung im
Diinndarm assoziiert ist (Pollheimer et a/, 2011a). Der Unterschied konnte dadurch
erklart werden, dass bei Patienten die mutmaBlichen (Auto-) Antigene vor allem im
Kolon vorkommen, wobei angesichts der Verteilung der intestinalen Flora Im
Gastrointestinaltrakt mit einer drastischen Zunahme der Bakteriendichte im
terminalen lleum und im Kolon bakterielle Antigene fiir die Aktivierung von T-Zellen
bei CED wahrscheinlich sind (Neurath, 2014). Da die (Auto-) Antigene bislang jedoch
noch unbekannt sind, wurde in der vorliegenden Arbeit das definierte Modellantigen

OVA in transgenen Mausen genutzt.
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4.2 Aktivierung von T-Zellen in der Leber

Um die Rolle Antigen-spezifisch im GALT aktivierter T-Zellen fiir die Induktion
einer immunvermittelten Cholangitis zu untersuchen, wurden ASBT-OVA Mause ver-
wendet, welche das Antigen Ovalbumin in den Epithelzellen der Gallengange
exprimieren (Derkow et a/., 2007). Die friiheren Ergebnisse der Arbeitsgruppe, wonach
es in diesen Mausen nach dem adoptiven Transfer von OT-I T-Zellen zu einer
Antigen-spezifischen Aktivierung der T-Zellen in der Leber und dem Leberlymph-
knoten, jedoch nicht zu einer wesentlichen Pathologie in der Leber kommt (Derkow et
al.,, 2007), wurden in der vorliegenden Arbeit bestatigt. Dabei ist im Gegensatz zu
IFABP-OVA Mausen oder Wildtyp-Mausen mit OVA-Kolitis in ASBT-OVA Mausen
kaum eine Differenzierung der proliferierenden OT-I CD8 T-Zellen zu IFN-y
produzierenden zytotoxischen Effektorzellen zu beobachten. Die Kreuzprasentation
des endogenen Modellantigens fiihrt hier zu peripherer Toleranz, welche durch die /n
vivo Aktivierung der CD8 T-Zellen im GALT, entweder durch transgene Expression im
Diinndarm in IFABPxXASBT-OVA Mausen oder durch intrarektale Applikation in
Rahmen einer OVA-Kaolitis transient tiberwunden werden kann und dann zur Induktion

einer immunvermittelten Cholangitis fiihrt.

Dabei spielt wahrscheinlich auch die begrenzte Menge des potentiell
prasentierbaren Antigens aus absterbenden Cholangiozyten gegeniiber der deutlich
groBeren Zahl intestinaler Epithelzellen, welche einem schnellen Regenerationszyklus
unterliegen, eine Rolle (Zelenay und Reis e Sousa, 2013). Dariiber hinaus wird das
Antigen in der Leber in einem besonders tolerogenen lokalen Mikromilieu prasentiert,
wahrend Effektor-Reaktionen vor allem im drainierenden Leberlymphknoten initiiert
werden (Bowen et al, 2004). AuBerhalb eines inflammatorischen Kontexts wird
jedoch Toleranz gegeniiber dem endogenen Antigen vermittelt. Dementsprechend
fanden sich in der Leber von ASBT-OVA Mausen mit OVA-Kolitis signifikant weniger
IFN-y produzierende OT-I T-Zellen als in Wildtyp-B6 Mausen mit OVA-Kolitis
(5,242,2% vs. 9,5+3,6% der CD8" Zellen, U-Test p<0,05). Auch in IFABPxASBT-
OVA Mausen produzierten gegeniiber IFABP-OVA Mausen in der Leber weniger der
vorhandenen OT-| T-Zellen IFN-y. Gleichzeitig kamen in IFABPxASBT-OVA Mausen
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mehr OT-I T-Zellen bezogen auf die Gesamtlymphozyten in der Leber als in IFABP-
OVA Mausen vor. Diese Zunahme an OT-| T-Zellen in der Leber von IFABPxASBT-
OVA Mausen bei entsprechend signifikant weniger OT-1 T-Zellen in der Milz und den
mLN, konnte durch eine Antigen-spezifische Retention der OT-I T-Zellen in der Leber
aufgrund der transgenen OVA-Expression in den Cholangiozyten begriindet sein. Dafiir
spricht auch die groBere Anzahl proliferierender CFSE® Zellen in der Leber von
IFABPXASBT-OVA Mausen gegeniiber IFABP-OVA Mausen am Tag 2 nach dem
Transfer. Gleichzeitig konnte die Prasentation des endogenen Antigens durch
hepatische APC im IL-10 reichen Mikromilieu der Leber dazu fiihren, dass die
immigrierenden OT-l T-Zellen tolerogene Signale erhalten, welche sich in der
erniedrigten Zytokinproduktion niederschlagen. So sind LSEC in der Lage, CD8 T-
Zellen Antigen-spezifisch zu inhibieren und durch Anergie oder Apoptose Toleranz zu

induzieren (Crispe, 2003; Schildberg et a/., 2008).

Der initial eingepragte Phanotyp der im GALT aktivierten CD8 Effektorzellen
konnte also einer dynamischen Plastizitat unterliegen und war dennoch geeignet, eine
immunvermittelte Cholangitis zu induzieren. Demgegeniiber war der Transfer von /n
vitro aktivierten CD8 OT-I T-Zellen nicht hinreichend, um eine Cholangitis zu
induzieren, was unterschiedliche Ursachen haben kann. So konnten einerseits die
transferierten OT-| T-Zellen bei einem erneuten Antigenkontakt mit APC der Leber in
ASBT-OVA Mausen lokal so modifiziert werden, dass Toleranz gegeniiber dem
endogenen Antigen induziert wird. Andererseits konnte die differenzielle Expression der
Integrine und Chemokinrezeptoren (Tabelle 3, siehe Anhang 6.1) zu einer ent-
sprechend veranderten Migration der /n witro aktivierten OT-| T-Zellen gefiihrt haben.
So zeigte sich in ASBT-OVA Mausen keine Anreicherung von /n vitro aktivierten OT-|
T-Zellen in der Leber, sondern eine Akkumulation in der Milz. Insbesondere die
fehlende Expression des Integrins o437 und die niedrigere Expression der Integrin-
Untereinheit B1 konnten dafiir verantwortlich sein, da diese eine wichtige Rolle fiir die
Migration extrahepatisch aktivierter CD8 T-Zellen in die Leber spielen (John und
Crispe, 2004). Demnach ist ein Antigen-spezifisches Priming in vivo notwendig, um
eine Migration von CD8 T-Zellen in die Leber zu ermoglichen. Im Gegensatz dazu

wurde in anderen Studien jedoch nach dem adoptiven Transfer von /n vitro aktivierten
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CD8 OT-l T-Zellen eine praferentielle Migration in die Leber gefunden (Kuniyasu et
al., 2004; Kuniyasu et al., 2005). Dabei wurden die Zellen /n vitro iiber einen langeren
Zeitraum von 72h mit dem hochaffinen Peptid OVAgs7264 ohne zusatzliche Co-
Stimulation mittels anti-CD28 inkubiert, so dass die Zellen durch Activation Induced
Cell Death rasch apoptotisch wurden und sich wahrscheinlich deshalb in der Leber
anreicherten (Huang et al, 1994). Der Phanotyp der transferierten T-Zellen
hinsichtlich der Integrin-Expression wurde in diesen Studien nicht naher charakterisiert,

so dass der detaillierte Mechanismus offen bleibt.

Parallel zu den ASBT-OVA Mausen unserer Arbeitsgruppe wurde unabhangig das
OVA-BIil Modell entwickelt, bei dem ebenfalls eine Ovalbumin-Teilsequenz als Modell-
antigen in Cholangiozyten transgen exprimiert wird und durch den Co-Transfer von
OVA-spezifischen CD4 (4-10° OT-Il) und CD8 (10-10° OT-I) T-Zellen eine transiente
Cholangitis induziert werden kann (Buxbaum et a/, 2006). Da jedoch
tibereinstimmend mit den hier gezeigten Ergebnissen in diesen Mausen bel einem
Transfer von 5:10° OT-1 T-Zellen nur eine schwache T-Zell-Reaktion ausgelost wird,
ist davon auszugehen, dass die normalerweise induzierte periphere Toleranz aufgrund
der unphysiologisch hohen Zahl transferierter CD8 T-Zellen und der zusatzlichen
Antigen-spezifischen CD4 T-Zell-Hilfe transient durchbrochen wird (Mintern et al,
2002; Umeshappa et al, 2013). Wie in ASBT-OVA Mausen entstehen dabei weder
eine chronische Cholangitis noch fibrotische Veranderungen, und die Cholangitis ist
nicht mit einer Kolitis assoziiert, wie es bei Patienten mit PSC der Fall ist. Mittels der
Kombination von ASBT-OVA Mausen mit Kolitis-Modellen wurde in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, dass durch die enterohepatische Migration von im GALT aktivierten
CD8 T-Zellen die Darmentziindung direkt mit der Induktion einer immunvermittelten
Cholangitis verbunden ist. Dabei traten erhohte ALT-Werte und periduktulare
Infiltrate nur dann auf, wenn das Antigen in den Cholangiozyten exprimiert wurde und
nicht in Wildtyp-Mausen, was eine unspezifische Bystander-Hepatitis ausschlieBt

(Bowen et al., 2002).
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4.3 Enterohepatische Migration

Unabhangig von der Aufrechterhaltung der lokalen Immunbalance akkumulieren in
der Leber insbesondere aktivierte CD8 T-Zellen, wahrend naive CD4 und CD8
T-Zellen kaum retiniert werden (Mehal et a/, 1999). Dieser Vorgang wird insbe-
sondere durch Interaktionen zwischen ICAM-1 und VCAM-1 auf dem Endothel sowie
LFA-1 (aLB2) und VLA-4 (a4B1l) auf T-Zellen vermittelt, die bei der Aktivierung
heraufreguliert werden (John und Crispe, 2004). Dabei ist die Interaktion
LFA-1/ICAM-1 vor allem fiir die Antigen-spezifische Rekrutierung in die Leber ver-
antwortlich, indem die Prasentation des Antigens auf APC die Affinitat der
Adhasionsmolekiile erhoht (Mehal et a/, 2001), wahrend VLA-4/VCAM-1 vor allem
fur die unspezifische Rekrutierung extra-hepatisch aktivierter CD8 T-Zellen bendtigt
wird (John und Crispe, 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurden CD8 T-Zellen /n vivo entweder durch die lokale
Applikation des Antigens ins Kolon (OVA-Kolitis) oder die transgene Expression in
Diinndarm-Enterozyten (IFABP-OVA) extra-hepatisch im GALT aktiviert, sodass die
gemessene gesteigerte Expression der Integrine a4B7 und a4Pl (VLA-4) fiir die
beobachtete Migration in die Leber eine wichtige Rolle spielen konnte. Das Integrin
o437 bindet nicht nur an das Darm-typische MAdCAM-1, sondern auch an VCAM-1.
Dabei wird die spezifische Affinitat von a4B7 fiir die Zelladhasionsmolekiile iiber die
Chemokine CCL25 und CXCL10 bzw. die intrazellularen Signalkaskaden der
zugehorigen Rezeptoren CCR9 und CXCR3 reguliert (Sun et al., 2014). Eben diese
Chemokinrezeptoren wurden in der vorliegenden Arbeit auf den im GALT-aktivierten
CD8 T-Zellen detektiert, und in der Leber von Mausen mit chronischer Kolitis wurde
eine erhohte Expression der Chemokine CCL25 und CXCL10 sowie VCAM-1 nachge-
wiesen. Zusammen mit anderen Chemokinen, wie CCL21 und CCL28, die ebenfalls die
Bindung von a4f7 und a4B1 an VCAM-1 vermitteln, und die neben CCL25 und
CXCL10 vermehrt in der Leber von PSC-Patienten exprimiert werden, konnte es so zu
einer gesteigerten Retention von Lymphozyten in der Leber und zu Kreuzreaktionen
gegen duktulare Antigene kommen (Borchers et al., 2009). Innerhalb der Leber wird

die Migration der Lymphozyten zu den Gallengangen vor allem durch die Kombination
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der Chemokine CXCL10, CXCL12, CXCL16 und CX3CL1 bzw. der Expression der
korrespondierenden Chemokinrezeptoren auf den Lymphozyten bestimmt (Borchers et
al., 2009). Ob diese Chemokine auch im ASBT-OVA Mausmodell von Bedeutung
sind, ist noch unklar. Aufgrund der auch in der Leber von Patienten mit PBC nachge-
wiesenen erhohten Expression von CXCL10 (Chuang et a/., 2005) und der bekannten
Verbindung von CXCL10 mit fibrotischen Veranderungen (Hintermann et a/., 2010;
Zhang et al., 2011), ware die nahere Untersuchung der intrahepatischen Migration

von groBer Bedeutung fiir die Entwicklung eventueller Interventionsmaoglichkeiten.

Die Rekrutierung von Lymphozyten und Neutrophilen zu den Gallengangen wird
durch eine Vielzahl sezernierter pro-inflammatorischer Zytokine sowie durch
Zelladhasionsmolekiile wie ICAM-1 und VCAM-1 aktiv von den Cholangiozyten
beeinflusst (Fava et a/, 2005). Gleichzeitig konnen Cholangiozyten auch anti-
inflammatorische Molekiile wie PD-L1/2, TGF-B und Prostaglandine wie PG-E2
exprimieren und stehen in einem komplexen Gleichgewicht mit Myofibroblasten,
Kupffer-Zellen und APC. Bei einer genetischen Pradisposition kann eine Storung des
Gleichgewichts zur Ductular Reaction fiihren, die als Schrittmacher chronischer
Cholangitiden gilt (Penz-Osterreicher et al., 2011). Dabei dienen die Zelladhdsions-
molekiile nicht nur der Steuerung der T-Zell-Migration, sondern fordern durch die
Inhibition der Apoptose von a4f31 positiven T-Zellen iiber VCAM-1 ausgeloste Signale
direkt die Persistenz der Entziindung (Afford et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit und durch andere Gruppen wurde gezeigt, dass bei
einer chronischen Kolitis uber die Portalvene vom Darm vermehrt pro-
inflammatorische Zytokine, wie TNF-a, IFN-y, IL-1B und IL-6 in die Leber gelangen
(Alex et al., 2009; Dieleman et al., 1998). Diese konnen konstitutiv kaum exprimierte
Chemokine wie CXCL10 induzieren sowie auf portalen Endothelzellen und Sinusoiden
die niedrige basale Expression von ICAM-1, VCAM-1 und des CD44 Liganden
Hyaluronan stark ansteigen lassen (Lee und Kubes, 2008; McDonald et a/., 2008). In
der Folge wiesen Mause mit chronischer DSS-Kolitis in der Leber eine verstarkte
Rekrutierung von aktivierten endogenen CD4 und insbesondere CD8 T-Zellen auf.
Diese exprimierten haufiger die Integrine a4B7 und die Untereinheit 31, was auf eine

Aktivierung im GALT im Zuge der chronischen Kolitis hinweist. Aktivierte CD8
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T-Zellen und Thl CD4 T-Zellen sind auch an der Entziindung im Darm von CED-
Patienten maBgeblich beteiligt (Papadakis et a/., 2004; Singh et a/., 2007) und weisen
eine starke Expression von CXCR3 auf (Groom und Luster, 2011). Bei einer
Akkumulation dieser Effektorzellen konnen die sezernierten pro-inflammatorischen
Zytokine eine positive Feedback-Schleife erzeugen, weshalb der CXCR3-Signalweg mit
der Entstehung autoimmuner Erkrankungen in Verbindung gebracht wird (Lacotte et
al., 2009). Mit Hilfe der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Tiermodelle ist es
gelungen, einen direkten Zusammenhang zwischen CED und der erhohten Expression
des Liganden CXCL10 in der Leber herzustellen, was eine Beteiligung des CXCR3-

Signalwegs auch bei der PSC moglich erscheinen lasst.

Zusatzlich zur VCAM-1-vermittelten unspezifischen Retention extra-hepatisch
aktivierter CD8 T-Zellen in der Leber ist aufgrund der transgenen Expression des
Modellantigens Ovalbumin in den Cholangiozyten von ASBT-OVA Mausen auch eine
partielle Antigen-spezifische Rekrutierung der CD8 T-Zellen tiber ICAM-1 anzuneh-
men. So zeigten Derkow et al. in ASBT-OVA Mausen eine praferentielle Migration
naiver CD8 OT-I T-Zellen in die Leber (Derkow et al, 2007), was in einer unab-
hangigen Studie mit einem anderen Modellantigen als ICAM-1 vermittelter Prozess
spezifiziert wurde (Bertolino et a/., 2005). Trotz lokaler Aktivierung und Proliferation
der adoptiv in ASBT-OVA Mause transferierten OT-| T-Zellen kam es dabei nicht zu
einer signifikanten Erhchung der ALT-Konzentration im Blut (Derkow et a/., 2007).
In der vorliegenden Arbeit wurden diese Ergebnisse bestatigt und dariiber hinaus
gezeigt, dass adoptiv transferierte OT-l T-Zellen eine transiente Cholangitis in ASBT-
OVA Mausen auslosen konnen, wenn die Tiere gleichzeitig unter einer chronischen
Kolitis leiden. Dabei fiihrt die chronische Kolitis auch zu einer verstarkten Expression
von ICAM-1 auf den LSEC, so dass neben den auf den OT-l T-Zellen naher unter-
suchten VCAM-1-bindenden oé4-Integrinen, auch die olLB2 (LFA-1) vermittelte

Bindung an ICAM-1 eine Rolle fiir die Migration in die Leber spielen konnte.

Interessanterweise wurde in einer fritheren Studie bei akuter DSS-Kolitis, trotz
erhohter Expression von ICAM-1, VCAM-1 und MAdCAM-1 im Kolon, keine
signifikante Veranderung in der Expression von ICAM-1 und VCAM-1 sowie keine
aberrante Expression von MAdCAM-1 in der Leber beobachtet (Soriano et a/., 2000).
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Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene erhohte Expression von ICAM-1 und
VCAM-1 in der Leber wurde dagegen in Mausen mit chronischer Kolitis gefunden, was
auf unterschiedliche Bedingungen in der Leber wahrend einer akuten oder chronischen

Entziindung im Darm hinweist, die noch naher charakterisiert werden miissen.

Auch das Transmembranprotein CD44, welches bei Aktivierung des TCR auf
T-Zellen heraufreguliert wird und in verschiedenen Isoformen und Glykosylierungen
auftritt, tragt durch die Bindung an eine Vielzahl von extrazellularen Matrixbestand-
teilen, wie Hyaluronan und Kollagen sowie an E-/L-Selektin und Fibrin zur Migration,
Differenzierung und zum Uberleben von CD4 und CD8 T-Zellen bei (Baaten et al.,
2010). In der vorliegenden Arbeit wiesen die im GALT aktivierten OT-l1 CD8 T-Zellen
erwartungsgemal eine vermehrte Expression von CD44 auf, und es wurde gegeniiber
den untersuchten sekundaren lymphatischen Organen ein erhohter Anteil CD44
positiver OT-| Zellen in der Leber gefunden, was auf eine praferentielle Migration bzw.
Retention hinweist. Dabei ist zu beachten, dass in der entziindeten Leber CD44-
Liganden wie Hyaluronan in den Sinusoiden vermehrt exprimiert werden, was das
Rekrutierungspotential fiir pro-inflammatorische Lymphozyten positiv verstarken kann

(McDonald et al., 2008; Mohamadzadeh et a/., 1998).

Der jeweilige Beitrag der zuvor genannten Integrine, von CD44 oder anderer
Molekdle fiir die Migration der OT-| T-Zellen in die Leber kann aus den vorliegenden
Daten nicht exakt bestimmt werden. Die beobachteten Verteilungen von im GALT
aktivierten OT-l und endogenen T-Zellen oder von /n vitro aktivierten OT-l T-Zellen
deutet jedoch auf eine bedeutende Funktion der Integrine fiir eine Retention in der
Leber hin. So zeigten im GALT aktivierte OT-| T-Zellen in der Leber gegeniiber Milz
und mLN eine Anreicherung von Integrin o437 und B1 positiven Zellen, was auf eine
praferentielle Migration hinweist und mittels direkter Homing Assays in unserer
Arbeitsgruppe bestatigt wurde (Eickmeier et a/, 2014). AuBerdem wurde wahrend
einer chronischen Kolitis fiir endogene T-Zellen eine Anreicherung insbesondere
aktivierter (CD44high) CD8 T-Zellen in der Leber beobachtet, welche entsprechend
einer primaren Aktivierung im GALT einen erhohten Anteil von o437 und B1 expri-
mierten. Auf der anderen Seite wiesen /1 vitro aktivierte OT-I T-Zellen mit fehlender

o4 7-Expression und niedriger Expression der Integrin-Untereinheit 31 in ASBT-OVA
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Mausen keine praferentielle Migration in die Leber auf, sondern akkumulierten in der
Milz. Zusatzlich konnte in Pilotexperimenten durch die Gabe eines blockierenden anti-
Integrin a4 Antikorpers im OVA-Kolitis Modell nicht nur die Migration von OT-I
T-Zellen in das Kolon und damit die Entziindung signifikant verringert werden,
sondern auch eine 40-prozentige Reduktion der Zahl von OT-I T-Zellen in der Leber
erreicht werden (Abb. 22, siehe Anhang 6.1). Zusammengenommen unterstiitzen
diese Ergebnisse friihere Studien, die ebenso eine wichtige Rolle von Integrinen fiir die
Migration extrahepatisch aktivierter CD8 T-Zellen in die Leber beschreiben (John und
Crispe, 2004; Sato et al., 2006) und untermauern die Hypothese, dass die in der Leber
von PSC-Patienten beschriebenen Infiltrate von aktivierten T-Zellen mit einem Darm-
Homing Phanotyp (Grant et al, 2001) eine direkte Folge der chronischen

Darmerkrankung sind.

4.3.1 Immunitat und Toleranz in der Leber

Die Haufigkeit der in der Leber vorgefundenen Lymphozyten resultiert nicht nur
aus der Rate, mit der die Zellen in die Leber rekrutiert werden, sondern spiegelt ein
dynamisches Gleichgewicht von Ein- und Austritt sowie Proliferation und Apoptose
der Zellen wider (Klugewitz et al, 2004). Dabei besitzt die Leber eine groBe
Kapazitat zur Induktion lokaler und systemischer Toleranz. So fiihrt die Prasentation
eines Antigens auf LSEC oder KC ohne weitere co-stimulatorische PRR-Signale durch
PAMPs/DAMPs zur Fas- und PD-1 vermittelten Apoptose von T-Zellen. Diese
Kapazitat ist jedoch begrenzt, so dass eine groBe Anzahl von Effektor-T-Zellen die
tolerogenen Signale iiberwinden konnen und (Effektor-) Gedachtnis-Zellen nicht in
ihrer Funktion beeintrachtigt werden (Holz et a/, 2010a). Demgegeniiber kann die
lokale Expression eines Antigens auch zu einer vollstandigen Differenzierung von
adoptiv transferierten naiven CD8 T-Zellen zu Effektorzellen fiihren (Derkow et al,
2007; Klein und Crispe, 2006). Dabei hangt es von der Menge des Antigens, der
Prasentation und der Starke des TCR-Signals ab, ob Toleranz oder Immunitat

induziert werden (Tay et al., 2014).

Vor allem T-Zellen mit hochaffinen TCR werden im tolerogenen Milieu der Leber

durch FasL- und PD-L1-Signale durch Apoptose deletiert, wahrend T-Zellen mit
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niedrigaffinen TCR iiberleben (Kuniyasu et a/., 2004; Kuniyasu et a/., 2005). Dadurch
wird die Zahl der Effektorzellen reduziert, was als Killing Field-Hypothese bezeichnet
wird (John und Crispe, 2004). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete B220-
Expression in den periduktularen Infiltraten von IFABPxASBT-OVA Mausen konnte
also nicht nur auf die Existenz von B-Zellen, sondern auch auf apoptotische CD8
T-Zellen hinweisen, da B220 auf diesen vermehrt auftritt (Oka et a/., 2000; Renno et
al., 1998). Dies lieBe sich mittels weiterer Marker, wie aktive Caspase-3 flir Apoptose
oder CD19 fiir B-Zellen naher spezifizieren. Eine vermehrte Apoptose der OT-I
T-Zellen in der Leber ware jedoch aufgrund des tolerogenen IL-10 reichen Milieus und
der Prasentation des endogenen Antigens ohne Co-Stimulation nicht unerwartet. In
diese Richtung weisen auch die weiter oben erwahnte Reduktion der IFN-y produzie-
renden OT-| Effektorzellen in der Leber von ASBT-OVA Mausen mit OVA-Kolitis
gegeniiber Wildtyp-B6 Mausen sowie in IFABPXASBT-OVA gegeniiber IFABP-OVA
Mausen. Der Verbleib und Phanotyp der OT-I T-Zellen im weiteren Zeitverlauf ist
jedoch noch unklar. Insbesondere die fiir den Ubergang zu einer chronischen
Cholangitis notwendigen Ereignisse sind dabei von groBem klinischen Interesse.
Zusatzlich zu den bekannten genetischen und duBeren Suszeptibilitatsfaktoren, welche
die Antigenprasentation, NK-Zell-Funktionen, Zytokine, Chemokine und Zell-
adhasionsmolekiile betreffen sowie die Gallensaure- und Cholesterin-Homoostase
regulieren (Pollheimer et a/., 2011a), sind anhand der in der vorliegenden Arbeit ge-
wonnenen Daten dafiir wahrscheinlich Storungen in der Induktion oder der Wirkung
regulatorischer T-Zellen und anderer peripherer Toleranzmechanismen wie dem PD-1
Signalweg von besonderer Bedeutung. Dies wird durch die Beobachtung unterstiitzt,
dass bei Patienten mit PSC (Koyabu et a/, 2010) und anderen Autoimmun-
erkrankungen (Torgerson, 2006) die Frequenz von Treq erniedrigt ist und der Mangel
an FoxP3 in Scurfy Mausen unter anderem auch zur Entwicklung von anti-
mitochondrialen Autoantikorpern und einer autoimmunen Cholangitis fiihrt (Zhang et
al., 2009). Demgegeniiber weisen die hier verwendeten Mause auf dem genetischen
C57BI/6-Hintergrund keine Pradisposition fuir die Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen auf und zeigen eine effiziente regulatorische Kontrolle der
adoptiv transferierten CD8 OT-l T-Zellen, so dass in allen Experimenten die

immunvermittelte Cholangitis nur transient auftritt.
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4.3.2  Antigenprasentation

Die Aufnahme, Prozessierung und Prdsentation von (Auto-) Antigenen durch DC
spielt eine zentrale Rolle fiir die Induktion von Immunitat oder peripherer Toleranz
(Hopp et al, 2014). Dabei wird die Aktivierung und Reifung von DC durch
PAMP/DAMP-Kontakt oder Zytokine vermittelt, was mit einer gesteigerten
Expression von MHC- und co-stimulatorischen Molekiilen einhergeht und zu einer pro-
inflammatorischen T-Zell-Aktivierung fiihrt, wahrend eine Antigenprasentation ohne
Co-Stimulation mit Toleranz und der Induktion regulatorischer T-Zellen in Verbindung

gebracht wird (Hopp et a/., 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass aus der Leber von gesunden
ASBT-OVA Mausen isolierte DC eine niedrige Expression der co-stimulatorischen
Molekiile CD40, CD80 und CD86 aufweisen. Entsprechend proliferieren adoptiv
transferierte OT-I CD8 T-Zellen nur schwach und differenzieren kaum zu
Effektorzellen. Es ist also davon auszugehen, dass das transgen exprimierte endogene
Modellantigen unter normalen Bedingungen in ASBT-OVA Mausen von hepatischen
APC aufgenommen, prozessiert und in einem tolerogenen Kontext prasentiert wird.
Wie es zum Ubergang zu einer immunogenen Prisentation von (Auto-) Antigenen als
Voraussetzung fur immunvermittelte Erkrankungen wie der PSC kommt, ist unklar.
Eine aberrante Reifung und Migration von DC, die Auto-antigene prasentieren und
eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen ermoglichen, wird jedoch bei der Pathogenese

vieler Autoimmunkrankheiten vermutet (Bayry et a/., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass es im Rahmen einer chronischen
DSS-Kolitis zu einer Aktivierung und Reifung professioneller APC in der Leber mit
einer gesteigerten Expression von CD40 und CD80 kommt, so dass das transgen
exprimierte Autoantigen in einem co-stimulatorischen Kontext prasentiert wird.
Adoptiv transferierte OT-l T-Zellen proliferierten verstarkt, differenzierten zu
Effektorzellen und losten transient eine immunvermittelte Cholangitis aus, wenn die
ASBT-OVA Mause gleichzeitig unter einer chronischen Kolitis litten. Die Ursache fiir
diesen Wechsel von Toleranz zu Immunitat konnte bei den vom Darm translozierten

pro-inflammatorischen Zytokinen und TLR-Liganden aus der bakteriellen Flora liegen,
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welche in der vorliegenden Arbeit und in anderen Studien vermehrt in portalvenosem

Blut nachgewiesen wurden (Alex et al., 2009; Gabele et a/.,, 2011).

Neben DC und Kupffer-Zellen reagieren auch LSEC auf TLR-Liganden wie LPS.
So sinkt das Potential von LSEC zur Aktivierung von CD4 T-Zellen durch eine Inhi-
bition der endo-/lysosomalen Reifung, was die Antigenprozessierung zur Prédsentation
auf MHC-II unterdriickt (Knolle et al, 1999), gleichzeitig jedoch eine mogliche
Kreuzprasentation auf MHC-I fordert (Schuette und Burgdorf, 2014). Diese
Modulation der Antigenprasentation nichtprofessioneller APC konnte fiir die Induktion
einer immunvermittelten Cholangitis von besonderer Bedeutung sein, da in friiheren
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt wurde, dass LSEC hepatisches Antigen kreuz-
prasentieren konnen (Derkow et al, 2011), und nicht-knochenmarkabhangige APC
adoptiv transferierte OT-I T-Zellen intrahepatisch aktivieren kdnnen (Derkow, 2011).
Diese aktivierten OT-l T-Zellen wiesen zwar einen reduzierten Anteil IFN-y positiver
Effektorzellen in der Leber auf, was darauf hindeutet, dass professionelle APC fiir eine
vollstandige Aktivierung notwendig sind. In Hinblick auf die Funktion von LSEC in der
Induktion und Aufrechterhaltung von (oraler) Toleranz (Carambia et al, 2013;
Limmer et al., 2005) und ihrer Veto-Funktion bei der Aktivierung von CD8 T-Zellen
durch professionelle APC in der Leber (Schildberg et a/, 2008), konnte die durch die
chronische Kolitis induzierte Modulation der LSEC jedoch direkt die Entstehung einer

immunvermittelten Cholangitis fordern.

Diese lber die Gut Homing-Hypothese hinausgehende potentielle Verbindung
zwischen chronischer Kolitis und dem Auftreten einer Cholangitis bei PSC-Patienten,
erweitert die Rolle von LSEC von Vermittlern der Migration von Lymphozyten zu einer
aktiven Funktion bei der Aktivierung dieser in die Leber rekrutierten Lymphozyten.
Auch TLR1/2 Liganden (Liu et al, 2013) sowie eine hohe Antigenkonzentration
(Schurich et al., 2010) konnen die LSEC-vermittelte spezifische Toleranzinduktion bei
CD8 T-Zellen unterbrechen, so dass LSEC zur Differentiation dieser zu zytotoxischen
Effektor-T-Zellen beitragen. Dabei konnte bei konstanter (Auto-) Antigenmenge aus
apoptotischen Cholangiozyten die oben genannte LPS-induzierte Erhohung des
Potentials zur Kreuzprasentation einen dhnlichen pro-inflammatorischen Effekt wie

eine hohe Antigenkonzentration bewirken. In Fibrose-Modellen zeigten LSEC ebenfalls
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veranderte pro-inflammatorische Eigenschaften (Connolly et a/, 2010), welche direkt
und indirekt tber DC zu einer gesteigerten CD8 T-Zell-Aktivierung sowie einer
reduzierten CD4 Treq Induktion fiihrten, so dass LSEC auch eine entscheidende Rolle
bei der Induktion und Aufrechterhaltung der PSC spielen konnten. Die nahere
Untersuchung des Einflusses einer chronischen Kolitis auf LSEC im ASBT-OVA
Modell iber die in der vorliegenden Arbeit im Vordergrund stehenden
Migrationsmolekiile hinaus konnte wegen des inharent hohen Potentials von LSEC zur
Induktion von regulatorischen T-Zellen (Carambia et al., 2014; Kruse et al., 2009)

neue Interventionsmaoglichkeiten bei PSC eroffnen.

Insgesamt weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass die
Assoziation von PSC mit CED nicht nur im Sinne einer enterohepatischen Migration
im Darm aktivierter T-Zellen bestehen konnte, sondern dass die chronische Kolitis
unmittelbar in der Leber zur Veranderung des tolerogenen Mikromilieus in Richtung

einer pro-inflammatorischen Umgebung beitragt.

4.3.3 Salmonella Infektion

Wie im vorherigen Kapitel dargelegt, bedarf es fiir den Ubergang von einer
tolerogenen zu einer immunogenen Kreuzprasentation endogener Antigene einen
inflammatorischen Kontext. In ASBT-OVA Mausen wird das endogene Modellantigen
in der Leber im Rahmen einer chronischen Kolitis in ein pro-inflammatorisches Milieu
gebracht, bei der OVA-Kolitis im Rahmen einer Ethanol-induzierten Barrierestorung.
Dariiber hinaus ist die gleichzeitige, transgene Expression des endogenen Modell-
antigens im Darm und in der Leber in IFABPXASBT-OVA Mausen hinreichend, um
durch im GALT aktivierte CD8 T-Zellen Antigen-abhangig eine immunvermittelte

Cholangitis auszulosen.

Da verschiedene bakterielle und virale Infektionen des Gastrointestinaltraktes als
mogliche Ausloser einer PSC beim Menschen diskutiert werden (Terjung und
Spengler, 2009), wurde in der vorliegenden Arbeit eine transiente intestinale Infektion
mit Sa/monella dazu benutzt, das im Darm transgen exprimierte Modellantigen in
einen inflammatorischen Kontext zu bringen und die Auswirkungen auf die Entstehung

einer immunvermittelten Cholangitis zu untersuchen. Dabei beglinstigte die



Diskussion — Enterohepatische Migration 86

vorrausgehende transiente Sa/monella-Infektion im Darm Antigen-unabhangig die
Aktivierung von OT-I T-Zellen im GALT und flihrte zu einer vermehrten Zahl IFN-y
positiver, zytotoxischer Effektorzellen. Dies konnte durch eine unmittelbar induzierte
Reifung von APC oder indirekt durch im Rahmen der gegen Sa/monella gerichteten
Immunreaktion freigesetzte Zytokine ausgelost werden, welche sowohl auf T-Zellen als
auch auf DC trans-aktivierend wirken konnen. Wahrend Sa/monella die Antigenpra-
sentation infizierter APC durch Interferenz mit dem MHC-II Prasentationsweg negativ
beeinflusst (Qimron et al, 2004) und nur in weniger als 1% der DC-Population
vorkommt (Sundquist und Wick, 2005), wird gleichzeitig die Reifung des
tberwiegenden Anteils nicht infizierter DC durch Typ-| Interferone /n trans induziert
(Tam et al., 2008), wodurch endogene Antigene co-stimulatorisch prasentiert werden
konnen. So zeigte sich nach der Salmonella-Infektion in den mLN und insbesondere in
der Leber von IFABPxASBT-OVA Miusen auf CD11c"™" DC eine signifikant
niedrigere Expression von MHC-II, wahrend das co-stimulatorische Molekil CD86
starker exprimiert wurde. Diese Effekte auf die MHC-II und CD86 Expression waren
auf CD8 positiven CD11c"" DC, welche fiir die Kreuzprasentation eine besondere
Rolle spielen (Shortman und Heath, 2010), noch deutlicher ausgepragt. Dabei nimmt

nach der Infektion der Anteil CD8 positiver CD11c"o"

DC in Bezug auf die Gesamt-
lymphozyten in der Leber zu, was auf eine bevorzugte Migration oder eine lokale
Differenzierung hindeutet. Wahrend Sa/monella eine verstarkte Rekrutierung von
CD103" DC in den Darm induzieren kann (Farache et al, 2013), wurde eine
Migration von DC aus dem GALT in die Leber bislang nicht beobachtet, sondern nur
fir pra-DC aus dem Knochenmark in nichtlymphoide Organe beschrieben (Ginhoux et
al., 2009). Diese bei einer lokalen Infektion in die Leber rekrutieren Vorlaufer-Zellen
spielen eine wichtige Rolle fiir die hepatische Immunitat gegeniiber virulenten
Salmonellen, welche sich bei einer oralen Infektion iliber das GALT hinaus systemisch
auf Milz und Leber ausbreiten (Johansson und Wick, 2004). Es ist daher nicht
vollstandig auszuschlieBen, dass sich die verwendeten attenuierten Salmonellen
vereinzelt tiber das GALT hinaus ausgebreitet haben konnten und die beobachteten
Veranderungen in der Leber auf eine direkte Immunreaktion zuriickzufiihren sind. Um

dies zu untersuchen, missten sensitivere Methoden zur Salmonel/la-Detektion,

beispielsweise mittels Realtime RT-PCR, herangezogen werden.
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Es ist noch unklar, ob die durch Sa/monella ausgeloste trans-Aktivierung von DC
zu einer vollstandigen Differenzierung von T-Zellen zu Effektorzellen fiihrt (Curtsinger
et al., 2003; Joffre et al., 2009; Kleindienst et a/., 2005). So kénnten die im Rahmen
der Entziindung freigesetzten Mediatoren die Aktivierung und Reifung von DC, dhnlich
wie die Co-Stimulation von CD4 Thy-Zellen iber CD40L, verstarken, andererseits
beglinstigen trans-aktivierte DC die Induktion von Treg und konnten so die Toleranz
gegentiiber Autoantigenen fordern (Joffre et a/, 2009). Obgleich noch nicht im Detail
untersucht, sprechen die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten dafiir, dass die
trans-Aktivierung von APC durchaus eine Rolle fiir die verstarkte Aktivierung und
Differenzierung von CD8 T-Zellen im GALT spielen konnte. Der pro- oder anti-
inflammatorische Effekt von trans-differenzierten DC konnte auch von der Art der
Infektion und eventuellen individuellen genetischen Pradispositionen des Wirts

abhangen und misste in weiteren Experimenten naher untersucht werden.

Einen groBen Einfluss konnten auch die durch Sa/monella ausgelosten
Entziindungsreaktionen des Epithels haben, die zu einer erhohten Apoptose
(Pyroptose) von Enterozyten und zur Storung der intestinalen Barriere wahrend der
Regenerationsprozesse fiihren (Broz et al, 2012). So konnte die Infektion mit
Salmonella die Aktivierung von CD8 T-Zellen im GALT von IFABPxASBT-OVA
Mausen begiinstigen, indem durch den erhohten Epithelzellumsatz vermehrt Auto-
antigene der absterbenden Zellen in die Prasentationsmaschinerie der APC gelangen,
welche gleichzeitig durch eine Vielzahl von endogenen DAMPs und mikrobiellen
PAMPs potente Reifungssignale erhalten und rekrutierte Effektorzellen lokal ein pro-
inflammatorisches Zytokinmilieu erzeugen. Diese drei essentiellen Signale konnten fiir
die verstarkte Differenzierung der OT-I CD8 T-Zellen in IFABPXASBT-OVA Mausen
zu Effektorzellen sorgen. Gleichzeitig senkt eine Infektion mit intrazellularen Bakterien
wie Sal/monella oder Listeria monocytogenes die Schwelle zur Aktivierung von CD8 T-
Zellen durch eine PRR- und IL-6-vermittelte transiente Verminderung der suppressiven
Kapazitat von Treq (Rowe et al,, 2012; Wing und Sakaguchi, 2010), so dass eine CD4
T-Zell-Hilfe unter den PAMP/DAMP-reichen Bedingungen und aufgrund der hohen
Zahl transferierter CD8 T-Zellen im IFABPXASBT-OVA Modell entbehrlich wird

(Umeshappa et a/., 2013; Wiesel und Oxenius, 2012). Dariiber hinaus kann eine orale
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Infektion mit dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten avirulenten Sa/monella-
Stamm aufgrund der starken Induktion von Trl-Zytokinen Antigen-unabhangig eine
Th2-vermittelte allergische Immunreaktion nicht nur lokal im Darm (Eigenmann et al.,
2008), sondern auch in der Lunge (Wu et al/, 2006) inhibieren, was den groBen
Einfluss auf das mukosale Immunsystem unterstreicht und einen entsprechenden
Trl-Zytokin-vermittelten, unterstitzenden Effekt auf die Aktivierung von CD8
T-Zellen im GALT von IFABPxASBT-OVA Mausen wahrscheinlich macht.

Trotz des Antigen-unspezifischen  pro-inflammatorischen  Effekts  einer
vorausgegangenen Sa/monella-Infektion ist die Induktion einer Cholangitis von der
Expression des Modellantigens in der Leber abhangig. So kommt es nur in
IFABPXASBT-OVA Mausen zu einer verstarkten Cholangitis mit einem signifikant
hoheren Anstieg der ALT-Konzentration im Blut, wahrend die Sa/monella-vermittelte
Zunahme der OT-I T-Zellen in IFABP-OVA und ASBT-OVA Mausen nicht zu einer
Bystander Hepatitis fiihrt (Bowen et a/., 2002).

Da eine mogliche Rolle von Kreuzreaktionen bzw. molekularer Mimikry von
bakteriellen und endogenen Antigenen bei der Entstehung von (auto-)
immunvermittelten Erkrankungen wie UC (Kovvali und Das, 2005) und PSC (Terjung
et al., 2010) diskutiert wird, wurde mit Hilfe von SmOVA ein eventueller Einfluss des
gleichzeitigen  Auftretens eines bakteriellen und endogenen  Antigens in
inflammatorischem Kontext im Darm untersucht. Dabei trat eine verstarkte
Aktivierung und Differenzierung von OT-l T-Zellen durch eine vorangegangene
SmOVA Infektion nur in IFABP-OVA und IFABPxASBT-OVA auf, also wenn im
GALT gleichzeitig das endogene Antigen und das bakterielle Antigen vorhanden
waren. Histologisch zeigte sich dabei eine leichte Kryptenhyperplasie und eine geringe
Zunahme des mononukledren Infiltrates in der Lamina propria des Diinndarms,
welches hauptsachlich aus CD3 positiven Zellen bestand (Abb. 23, siehe Anhang 6.1).
Entgegen der Ergebnisse von Vezys et al. in IFABP-OVA Mausen fiihrte die
Salmonella-Infektion jedoch nicht zu einer ausgepragten Enteritis (Vezys und
Lefrancois, 2002; Vezys et al, 2000). Dies konnte in der natiirlichen
Kolonisierungsresitenz gegeniiber dem attenuierten Sa/monella-Stamm begriindet sein,

welche die normale intestinale Flora vermittelt (Lupp et a/, 2007). Durch eine
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Vorbehandlung mit dem Antibiotikum Streptomycin kann das Gleichgewicht der Flora
so gestort werden, dass eine eine chronische Infektion im Kolon mit Salmonellen
ermoglicht wird, die auch mit einer fibrotischen Cholangitis einhergeht (Stecher et a/.,
2006). Allerdings wurden in der zitierten Studie andere, gegen virulente Sa/monella
resistente Mausstamme verwendet, wahrend die in der vorliegenden Arbeit benutzten
C57BI/6 Mause eine Mutation im Resitenz-Gen Nrampl tragen, welche sie
hochsuszeptibel fiir virulente Salmonellen macht. Da dieses Modell es ermdoglicht,
sowohl die mikrobiellen als auch die Wirtsfaktoren in transgenen und Anockout-
Mausen (meist auf dem C57BI/6-Hintergrund) zu untersuchen, die mit der
chronischen Infektion und der Induktion einer immunvermittelten Cholangitis
einhergehen, ware es von groBem Interesse dieses Modell mit Hilfe des hier
verwendeten attenuiertem Sa/monel/a-Stammes fiir die Infektion in C57BI/6 Mausen

zu adaptieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte im transgenen Mausmodell die beim Menschen
beobachtete Assoziation der PSC mit Infektionen (Terjung und Spengler, 2009) nach-
vollzogen werden. Eine lokale bakterielle Infektion und der damit einhergehende
inflammatorische Kontext im Darm verstarkte die Aktivierung von OT-l T-Zellen
durch endogenes Antigen und forderte so die Entstehung einer immunvermittelten
Cholangitis. Dabei konnte in Hinblick auf die durch Sa/monella-vermittelte Dysbiose
ein zusatzlicher pro-inflammatorischer Effekt entstehen, so dass es sinnvoll erscheint,
die Zusammensetzung der intestinalen Flora mittels Real/time RT-PCR anhand der
Bakterienfamilien-spezifischen ribosomalen RNA naher zu charakterisieren (Heimesaat
et al., 2007). Diese Dysbiose mit einer Anreicherung fakultativ aerober Bakterien, die
auch bei Patienten mit CED und in Mausen mit DSS-Kolitis beobachtet wird
(Manichanh et a/., 2012; Nell et al., 2010), scheint durch die drastische Zunahme von
TLR-Liganden die Entziindung zu fordern (Erridge et a/., 2010), so dass die Kapazitat
hepatischer Toleranzmechanismen potentiell iiberschritten werden konnte. Unklar
bleibt dabel, inwieweit eine transiente Translokationen von Bakterien und bakteriellen
Bestandteilen, die CED-assoziierte Dysbiose oder eine iiberschieBende Immunreaktion

der Cholangiozyten die Pathogenese der PSC bestimmen.
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Eine Dysbiose stort dariiber hinaus das immunologische Gleichgewicht im GALT,
da die kommensale Flora die Rekrutierung CD103" DC ins Epithelium (Farache et al.,
2013) und die Induktion von Ty (Cording et al, 2013) vermittelt sowie die IgA-
Sekretion stimuliert (Lindner et a/., 2012). Dies begiinstigt auch die Besiedlung oder
Infektion mit pathogenen Bakterien, wodurch durch molekulare Mimikry vermehrt
Autoantikorper und immunvermittelte Erkrankungen durch kreuzreaktive T-Zellen ent-
stehen konnten. Diese Hypothese wurde anhand einer Infektion mit SmOVA im
IFABPXASBT-OVA Modell untersucht. Das bakterielle Antigen fiihrte zusatzlich zum
unspezifischen pro-inflammatorischen Effekt einer Sa/monella-Infektion zur Induktion
einer Antigen-spezifischen Kreuzreaktion von OT-l T-Zellen gegen das gleiche
endogene Antigen. Mit der Zunahme der Zahl der OT-I Effektor-T-Zellen nach einer
SmOVA Infektion wurde die immunvermittelte Cholangitis deutlich verstarkt, blieb
jedoch vermutlich wegen der Induktion regulatorischer T-Zellen transient. Ein
Ubergang in eine chronische Kreuzreaktion ist also nur bei einer funktionellen Storung
regulatorischer Molekiile unter einer kontinuierlichen Exposition mit dem initialen

Antigen wahrscheinlich.

4.4 Klinischer Kontext

Das Fehlen effektiver medikamentoser Therapiemoglichkeiten der PSC ist auch
ein Ausdruck des noch immer begrenzten Verstandnisses der Pathogenese. Fiir die
Pathogenese der PSC gibt es zwei unterschiedliche Hypothesen. Der Leaky Gut-
Hypothese folgend, fiihrt eine gestorte Darmbarriere zu einer vermehrten
Translokation von Bakterien bzw. bakteriellen Bestandteilen in die Portalvene und
stimuliert in der Leber Kupffer-Zellen und Monozyten zur Sekretion von Zytokinen
und Chemokinen. So wirden eine Cholangitis und sekundare Wundheilungsprozesse
ausgelost, welche zu der charakteristischen konzentrischen periduktularen Fibrose
filhren (O'Mahony und Vierling, 2006). Jedoch sind nicht alle Symptome der PSC
durch die Leaky Gut-Hypothese erklarbar, insbesondere der trotz enger Assoziation
von PSC und Kolitis voneinander unabhangige Krankheitsverlauf. Daher steht nach
der alternativen Gut Lymphocyte Homing-Hypothese die enterohepatische Migration
urspriinglich im GALT aktivierter langlebiger Gedachtnis-T-Zellen in die Leber im
Mittelpunkt der Pathogenese (Grant et a/., 2002).
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Die in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Tiermodellen gewonnenen Ergebnisse
weisen darauf hin, dass beiden Hypothesen zugrundeliegende Phanomene an der
Pathogenese der PSC beteiligt sind. So zeigen in den Mausmodellen im GALT
aktivierte CD8 T-Zellen wie bei PSC-Patienten, wo ca. 20% der Leber-infiltrierenden
T-Zellen das Integrin a4B7 und den Chemokinrezeptor CCR9 aufweisen (Eksteen et
al.,, 2004), entsprechend der Gut Lymphocyte Homing-Hypothese eine praferentielle
Migration in die Leber und konnen eine immunvermittelte Cholangitis induzieren.
Daruber hinaus kommt es in den Mausmodellen wie bei PSC Patienten zu einer
starken Heraufregulation der Adhasionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 auf den
Endothelien der entziindeten Leber (Borchers et al., 2009) sowie zu einer erhohten
hepatische Expression von CCL25 (Eksteen et al/, 2004). Dabei setzt die Aktivierung
der Endothelien im Mausmodell eine chronische Kolitis voraus, wodurch es zu einer
erhohten Translokation von TLR-Liganden und zur Sekretion von Zytokinen aus dem
Darm in das portalvenose Blut kommt. Diese Storung der intestinalen Barriere
entsprechend der [Leaky Gut-Hypothese vermittelt jedoch nicht nur indirekt die
Entziindung in der Leber, da durch die erhohte Expression der Adhasionsmolekiile
vermehrt Lymphozyten immigrieren konnen, sondern induziert auch direkt die Reifung
hepatischer APC, was eine lokale (Re-) Aktivierung der immigrierten (im GALT
aktivierten) T-Zellen ermdglicht. Im Unterschied zu PSC-Patienten, die eine aberrante
Expression von MAdCAM-1 auf dem hepatischen Endothel aufweisen (Grant et al/.,
2001), zeigt sich bei Mausen mit chronischer Kolitis keine Expression von MAdCAM-1
in der Leber, was mit den Ergebnissen anderer Gruppen iibereinstimmt (Liaskou et a/.,
2011) und auf eine differenzielle Regulation bei den Spezies hinweist. Da Integrine wie
a4B7 an potentiell mehrere Adhasionsmolekiile wie MAdCAM-1 und VCAM-1 binden
konnen und die Affinitat der Integrine liber Chemokinrezeptoren wie CCR9 und
CXCR3 gesteuert wird (Sun et al, 2014), die auf aktivierten CD8 T-Zellen
vorkommen, wird bei der Maus die Migration in die Leber wahrscheinlich liberwiegend

durch VCAM-1 und ICAM-1 vermittelt.
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Abb. 18: Veranschaulichung des vorgeschlagenen Modells zur PSC-Pathogenese

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Ergebnisse sprechen demnach fiir einen
mehrstufigen Prozess bei der Entstehung der PSC, der beide Hypothesen zu einem
Modell integriert (Abb. 18). Demnach fiihrt die Barrierestorung bzw. Dysbiose bei
CED zu einer erhohten entziindlichen Aktivitat im Darm, wodurch APC reifen,
migrieren und vermehrt mikrobielle und Autoantigene im GALT prasentieren. Unter
den pro-inflammatorischen Bedingungen werden im GALT vermehrt T-Zellen aktiviert
und ein Darm-Homing Phanotyp eingepragt. Die aktivierten T-Zellen migrieren u.a.
mittels a4B7, CCR9 in den Darm und erneuern und verstarken dort die chronische
Immunreaktion gegen mikrobielle bzw. Auto-antigene. Die Entziindung im Darm
schadigt wiederum die Epithelbarriere und bewirkt so eine verstarkte Translokation
von Bakterien und bakteriellen Produkten sowie von pro-inflammatorischen Zytokinen

in das portalvendse Blut. Die physiologischen Toleranzmechanismen der Leber werden



Diskussion — Klinischer Kontext 93

Uberlastet und es kommt zu einer erhohten Expression u.a. von VCAM-1 und ICAM-1
sowie der Chemokine CCL25 und CXCL10. Diese vermitteln die vermehrte Migration
im GALT aktivierter T-Zellen u.a. Uber die Integrine o437 und odPB1l sowie die
Chemokinrezeptoren CCR9 und CXCR3 in die Leber, wo sie eine Bystander-Hepatitis
auslosen konnen. Gleichzeitig werden auch hepatische DC aktiviert und prasentieren
vermehrt Autoantigene, wodurch kreuzreaktive Gedachtnis-T-Zellen reaktiviert werden
konnen. Diese gegen Autoantigene kreuzreaktiven T-Zellen konnten wahrend der
haufig mit PSC und CED verbundenen transienten oder chronischen Infektionen
(Terjung und Spengler, 2009) durch molekulare Mimikry induziert werden und eine
immunvermittelte Cholangitis auslosen, wenn die immigrierten T-Zellen ihr Antigen

auf Cholangiozyten finden.

Das Autoantigen ist bei der PSC noch unbekannt, allerdings treten bei Patienten
mit verschiedenen immunvermittelten Erkrankungen wie CED, autoimmuner Hepatitis
und PSC vermehrt Autoantikorper wie perinukleare anti-Neutrophile cytoplasmatische
Antikorper (p-ANCA) auf, die haufig gegen zytoplasmatische Granula-Strukturen wie
Elastase, Cathepsin G und die MPO in Neutrophilen gerichtet sind. Darliber hinaus
wurden in einer Studie in der Mehrheit der untersuchten PSC-Patienten atypische p-
ANCA nachgewiesen, welche zwischen humanem B-Tubulin Isotyp 5 und dem
bakteriellen B-Tubulin Vorlaufer FtsZ kreuzreagieren, das im iberwiegenden Teil der
bakteriellen Flora vorkommt (Terjung et a/, 2010). Die humorale Immunreaktion
gegen intestinale Bakterien bei CED konnte also mit dem Auftreten der biliaren
Entziindung bei PSC verbunden sein. Die Bindung von Autoantikorpern verstarkt in
Cholangiozyten die Expression von TLR4 und TLR9, wodurch die Sensitivitat
gegeniiber mikrobiellen Bestandteilen der Flora steigt und die Cholangiozyten aktiviert
werden (Karrar et al, 2007). Da Autoantikorper die Effizienz der Kreuzprasentation
des jeweiligen Autoantigens deutlich erhohen, konnen sie zusatzlich die Induktion
autoreaktiver CD8 T-Zellen beglinstigen (Kita et a/, 2002). Gleichzeitig werden
Auto-IlgA und Auto-lgG Antikorper von den Cholangiozyten zusammen mit den
normalerweise gegen mikrobielle Antigene gerichteten Antikorpern in die Gallen-
flissigkeit sezerniert (Berglin et al, 2013; Lenzen et al, 2013), wodurch diese

Autoantikorper in den Darm gelangen und dort bei der Vielzahl der potentiellen
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Bindungspartner  wiederum  Kreuzreaktionen hervorrufen und die Selektion
autoreaktiver T-Zellen fordern konnten. Ob dieser Vorgang tatsachlich stattfindet, ist
noch unbekannt. Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten liefern jedoch
Hinweise, welche die zellulare Immunantwort im GALT aktivierter T-Zellen mit der
Induktion einer immunvermittelten Cholangitis verbinden. Die nahere Untersuchung
der Rolle von Autoantikorpern fiir die Aktivierung von T-Zellen und die Entstehung
einer Cholangitis in den hier verwendeten Mausmodellen ware daher von groBem

Interesse.

Die Entziindung der Gallengange fiihrt zu einer Ductular Reaction, welche durch
eine Proliferation der Cholangiozyten sowie eine erhohte Expression von Adhasions-
und co-stimulatorischen Molekiilen charakterisiert ist. Zudem verstarkt sie die
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, welche autokrin und parakrin wirken,
Lymphozyten und Neutrophile aktivieren (Penz-Osterreicher et a/, 2011). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass im GALT aktivierte
T-Zellen diese sekundare Ductular Reaction initileren konnten, welche bei genetischer
Pradisposition in eine selbsterhaltende chronische Entziindungsreaktion libergehen
kann (Penz-Osterreicher et al, 2011). Dies wiirde auch den von der CED
unabhangigen Krankheitsverlauf der PSC und das schlechte Ansprechen auf

immunsuppressive Medikamente erklaren.

In dieser Hinsicht scheint ein kurative Gabe eines blockierenden anti-Integrin o4
Antikorpers, welcher im OVA-Kolitis-Modell die Migration in das Kolon und die
Entziindung verhindern konnte sowie zu einer Reduktion der T-Zellen in der Leber
fiihrte, flir Patienten wenig erfolgversprechend, da nach den vorliegenden Daten die
enterohepatische Migration von T-Zellen vor allem fiir die Induktion der Cholangitis
notwendig ist und eine PSC meist erst in fortgeschrittenem Stadium diagnostiziert
wird. Eine eventuelle Antikorper-Behandlung ware jedoch fiir PSC-Patienten nach
einer Lebertransplantation denkbar, um einerseits eine aktive Kolitis zu behandeln und

andererseits die Initiation einer erneuten Cholangitis zu unterbinden.
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4.5 Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Ergebnisse weisen auf eine wichtige
Rolle der enterohepatischen Migration im GALT aktivierter T-Zellen fiir die Initiation
einer immunvermittelten Cholangitis hin. Von welchen Faktoren dabei die
intrahepatische Lokalisation der immigrierenden Lymphozyten bestimmt wird, konnte
mittels OT-I T-Zellen mit einem Knockout der in Frage kommenden Chemokin-

rezeptoren naher untersucht werden.

Ebenso ist unklar, welche Ereignisse eine transiente in eine chronische Cholangitis
tibergehen lassen. Dazu konnte die Induktion und Funktion regulatorischer T-Zellen
und anderer peripherer Toleranzmechanismen, wie dem PD-1 Signalweg sowie die
Veranderung des Phanotyps der OT-lI T-Zellen im weiteren Zeitverlauf in den
unterschiedlichen Kompartimenten naher charakterisiert werden. Der gleichzeitige
adoptive Transfer transgener CD4 OT-Il T-Zellen konnte dabei eventuell die Induktion
einer immunvermittelten Cholangitis und die Differenzierung von Gedachtnis-T-Zellen
als Voraussetzung fiir eine Chronifizierung unterstiitzen. In diesem Zusammenhang ist
auch relevant, ob in der Leber durch periphere Toleranzmechanismen eine Apoptose
der im GALT aktivierten OT-| T-Zellen ausgelost wird, oder ob es sich bei den in der
Leber von IFABPxXASBT-OVA Maiusen gefundenen periduktuliren B220" Zellen
tatsachlich um B-Zellen handelt, welche moglicherweise an der Bildung von pro-

inflammatorischen Autoantikorpern beteiligt sein konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass eine chronische Kolitis per se im
Mausmodell die Induktion einer Cholangitis fordert. Dabei wurde noch nicht im Detalil
analysiert, inwiefern die transiente Translokationen von Bakterien und bakteriellen
Bestandteilen, die Kolitis-assoziierte Dysbiose oder die in die Portalvene sezernierten
Zytokine die pro-inflammatorischen Veranderungen in der Leber bewirken.
Insbesondere die gefundene Modulation der LSEC konnte angesichts ihres inharenten
Potentials zur Induktion regulatorischer T-Zellen und der funktionellen Beeinflussung
hepatischer DC eine Rolle bei der Induktion und Aufrechterhaltung der PSC iiber die
Steuerung der Migration von Lymphozyten hinaus spielen. AuBerdem ist unklar, ob die

(trans-) Aktivierung von DC im Rahmen einer chronischen Kolitis bzw. einer lokalen
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Salmonella-Infektion einen pro- oder anti-inflammatorischen Effekt auf die

Differenzierung autoreaktiver T-Zellen im GALT und in der Leber hat.

Um die Pathogenese der PSC im Detail zu verstehen und neue
Therapiemoglichkeiten zu entwickeln, sind die in der vorliegenden Arbeit prasentierten
Ergebnisse ein erster wichtiger Schritt. Fir eine friihere Diagnose ware insbesondere
die Charakterisierung neuer Marker von groBem klinischen Interesse, um die hier
dargestellten frilhen entziindlichen Prozesse zu behandeln, bevor sie in eine chronische

Cholangitis tibergegangen sind.
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5. Material und Methoden

5.1 Materialien und Gerate

5.1.1 Chemikalien

Name

Bezugsquelle

Agarose

Ammoniumchlorid (NH4Cl)
B-Mercaptoethanol

Bovines Serum Albumin Grade V
Brefeldin A

Carboxymethylzellulose (high viscosity)

CFDA-SE (5-,6-Carboxyfluorescein-diazetat-
succinimidylester)

Chloroform (Trichlormethan)

Citrat (Natriumsalz)

Dextransulfat (DSS) 36-50kDa (Lot 6683K)
3,3'-Diaminobenzidin (DAB)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

dNTP Mix (10mM)

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehydlosung (4%, stabilisiert)
GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder
Glycerin

GolgiStop (Monensin)

Hamalaunblau

lonomycin

Isopropanol (Propan-2-ol)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)
Natriumazid

Natriumchlorid

Neufuchsinrot

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

MP Biomedicals, Santa Ana, USA

Dako, Hamburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Herbeta Arzneimittel, Berlin
Fermentas, Schwerte
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen



Material und Methoden — Materialien und Gerate

98

OVA2s7-264 Peptid (SIINFEKL)
Ovalbumin Grade V

Paraformaldehyd (PFA)

Pellet Paint Co-Prazipitant
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)
Roti-Histol (Xylolersatz)

Random Hexamer Primer

Saponin

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tri-(Hydroxymethylaminomethan) (Tris)
TRIzol Losung

Trypan-Blau Losung (0,4 %)

Tween20 (Polyethylensorbitan Monolaurat)
Wasser (Nuklease-frei; ultrarein)

Xylazinhydrochlorid

Institut fiir Biochemie, HU Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Novagen, Billerica MA, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

5.1.2 Medien, Losungen und Pufter

Name

Zusammensetzung/Bezugsquelle

30%, 70%, 80% Ethanol

50%, 70%, 80%, 90% Ethanol
Ampicillin (100mg/ml)
Citrat-Puffer (pH 6,0)
Erythrozyten-Lyse-Puffer (pH 7,4)

FACS-Puffer

Fixierungspuffer (pH 7,4)

Fotales Kalberserum (FCS) Superior
Gentamycin

Heparin (5.000U/ml)

HEPES-Puffer (1M)
Ketaminhydrochlorid (50mg/ml) Ldsung
L-Glutamin (200mM)

Luria-Bertani (LB) Medium/Agar
MACS-Puffer

Penicillin/Streptomycin (10.000U/10mg/ml)

v/v in Nuklease-freiem Wasser

v/v in deionisierten Wasser (18MQ-cm)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

10mM Citrat (Natriumsalz)

1M KHCOs, 150mM NH4Cl, 0,1mM
EDTA

PBS mit 0,5% BSA, 0,05% Natriumazid
PBS mit 0,5% (v/v) Formaldehyd
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Roche, Mannheim

Biochrom, Berlin

Actavis, Langenfeld

Invitrogen, Karlsruhe

SIFIN, Berlin

PBS mit 0,5% BSA, 2mM EDTA

Biochrom, Berlin
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Percoll Separationslosung (Dichte 1,124 g/ml) Biochrom, Berlin

Phosphate buffered saline (PBS) ohne I\/Ig2+/CaQ+ PAA, Colbe / Invitrogen, Karlsruhe

PBS/FCS
PBS/FCS/DTT

PBS/BSA

Rosewell Park Memorial Institute (RPMI) Medium

RPMI+

TAE-Puffer fiir Gelelektrophorese (pH 8)

Tissue-Tek
Tris-Puffer (pH 7,4)

Verdaumedium

Willie-Puffer (pH 8,5)

Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD) Agar
(Salmonellen-selektiv)

PBS mit 1% (v/v) FCS

PBS mit 2% (v/v) FCS, 1mM DTT,
2mM EDTA

PBS mit 0,5% (w/v) BSA
Invitrogen, Karlsruhe

RPMI 1640 supplementiert mit 2mM
Glutamin, 100U/ml Penicillin, 100pg/ml
Streptomycin, 50uM B-Mercaptoethanol,
10% FCS

40mM Tris, 20mM Essigsaure, 1mM
EDTA
Sakura Finetek, USA

50mM Tris/HCI, 150mM NaCl

RPMI 1640 mit 10mM HEPES, 100U/ml
Penicillin, 100pg/ml Streptomycin,
50mg/ml Gentamycin, 50uM B-Mercapto-
ethanol, 10% FCS, 20U/ml Collagenase
D, 40mg/ml Collagenase VI

100mM  Tris, 200mM NaCl, 10mM
EDTA, 0,2% SDS

SIFIN, Berlin

5.1.3 Enzyme und Kits

Name

Bezugsquelle

CBA Multiplex Mouse Inflammation Kit
CD8o" 7-Cell-Isolation Kit I/
Collagenase D

Collagenase VI

DNase |

Proteinase K

Red Load Taq Mastermix (high yield)

RNaseOUT (rekombinanter RNase Inhibitor)

SsoFast Universal Eva-Green Supermix

SuperScript lll (Reverse Transkriptase)

BD Biosciences, Heidelberg

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach
Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Jena Bioscience, Jena

Invitrogen, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe
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5.1.4 Primer

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden durch die

Firma TIB-MolBiol (Berlin) hergestellt.

Name

Sequenz (5°-3")

mCCL25 185F
mCCL25 292R
mCXCL10-247F
mCXCL10-365R
mICAM-|_628F
mICAM-l _744R
mlL-18 275F
miL-18 401R
mMadCam-1_ 42F
mMadCam-1_166R
mRPL4 772F
mRPL4 977R
mTNFa_ 281F
mTNFa_ 392R
mVAP-1_2010F
mVAP-1_ 2126R
mVCAM-| _1407F
mVCAM-| _1533R
OVAup

OVAdown

IFABP

OVA800

CTGTGAGATTCTACTTCCGCCA
TCCAGTGGACTAGCCTTTTCCTA
CCACGTGTTGAGATCATTGCC
GCCCTTTTAGACCTTTTTTGGC
AGCCTCCGGACTTTCGATCTT
AGAGGCAGGAAACAGGCCTT
TGGCCGACTTCACTGTACAACCG
GGTCTGGGGTTCACTGGCACTT
CCCTACCAGCTCAGCAGAGGACA
ACCCGGGCTACACCCTCGTC
GTGGGCATGTGGGCCGTTTCT
GCGATGAATCTTCTTGCGTGGTGC
ACGTCGTAGCAAACCACCAAGT
GCTGGCACCACTAGTTGGTTGT
TGGAGAGGACTTGGTAGCCTG
TTATACGGCCGGAGGAAGAA
GGGGGCCAAATCCACGCTTGT
AGGGAATGAGTAGACCTCCACCTGG
CAAGCACATCGCAACCA
GCAATTGCCTTGTCAGCAT
GCCATCACACTTGACCCTAA
TCAGGCAACAGCACCAACAT

5.1.5 Antikorper

Spezifitat

Fluorochrom

Klon, Spezies Isotyp

Bezugsquelle

CCR5 (CD195)
CCR9

CD3e

CD4

CD8a

CD11c
CD16/32 (Fcy)
CD19

CD29 (B1)
CD40

Biotin

PE

FITC

FITC, PE, PerCP

FITC, PerCP, APC,

APC-H7

FITC, PE
gereinigt

PE

PE, Pacific Blue
Biotin

HM-CCR5, Armn. Hamster IgG
9B1/CW-1.2, Maus lgG2a
145-2C11, Armn. Hamster IgG
RM 4-5, Ratte 1gG2a,

53-6,7, Ratte IgG2a, k

HL3/N418, Arm. Hamster IgG1
93, Ratte IgG2a, A

MB 19-1, Maus IgA, «

HmB 1-1, Armn. Hamster IgG
HM40-3, Armn. Hamster IgM

Biolegend
eBioscience
eBioscience

BD Pharmingen
eBioscience

BD Pharmingen
eBioscience
eBioscience
Biolegend

eBioscience
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CD44 Biotin, PE, APC IM7, Ratte 1gG2b, « eBioscience
CD45R (B220) Biotin, APC RA3-6B2, Ratte lgG2a, eBioscience
CD49d (a4) Biotin 9C10 (MFR 4.B), Ratte IlgG2a, k  Biolegend
CD62L FITC, PE MEL-14, Ratte 1gG2a, Biolegend
CD69 FITC, PE H1.2F3, Armn. Hamster IgG1 eBioscience
CD80 PE 16-10A11, Armn. Hamster IgG eBioscience
CD86 APC GL1, Ratte lgG2a, k eBioscience
CD90.1 (Thyl.1) FITC, PE, V450 HIS51, Maus IgG2a, eBioscience
CD183 (CXCR3) APC CXCR-173, Ratte IgG2a Biolegend
CD279 (PD-1) PE J43, Armn. Hamster IgG eBioscience
F4/80 PE, APC BMS, Ratte IgG2a, k eBioscience
Foxp-3 APC FJK-16a, Ratte IgG2a, « eBioscience
IFN-y APC XMG 1.2, Ratte 1gG1, A eBioscience
IL-2 PE JES6-5H4, Ratte IgG2b, k eBioscience
IL-10 PE JES5-16E3, Ratte 1gG2b eBioscience
IL-17A APC eBiol17B7, Ratte 1gG2a, k eBioscience
LPAM-1 («4B7) Biotin, PE DATK32, Ratte IgG2a, k eBioscience
MHC-I APC AF6-88.5.5.3, Maus lgG2a, k eBioscience
MHC-I-OVA2s7-264  Biotin eBi025-D1.16, Maus 1gG1, k eBioscience
MHC I Biotin M5/114.15.2, Ratte 1gG2b, eBioscience
NK 1.1 Biotin PK136, Maus 1gG2a, k eBioscience
Streptavidin FITC, PE, PerCP, APC eBioscience
TCR Va2 FITC, PE, APC, V450 B20.1, Ratte IgG2a, A eBioscience
ioti eBioscience
omeer oG APC PacficBue  CEI9299/Am. HTKesS BioLegend /
:;‘g;z Maus Biotin, PE, V450 eBM2a eBioscience
:;"Gti’f’fatte Biotin, PE, APC RTK 2071 e;i'i:izze/
:;"Gt;z Ratte Biotin, FITC, PE, APC RTK 2758 e;('i:;:ze/
isotyp Ratte Biotin, FITC, PE, APC  eB1 49/10H5 eBioscience

lgG2b

5.1.6 Immunhistochemie

Spezifitat Verdiinnung Nummer, Spezies Bezugsquelle
CD3e 1:300 N1580, Kaninchen Dako

CD8a 1:100 14-0081, Ratte eBioscience
CD45R (B220) 1:200 RA3-6B2, Ratte eBioscience
CD90.1 Biotin 1:100 202501, (OX7), Maus Biolegend
CK19 1:400 EPNCIR127B, Kaninchen Abcam
F4/80 1:100 14-4801, Ratte eBioscience
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FoxP3 1:100 14-5773, Ratte eBioscience
MPO7 1:500 A0398, Kaninchen Dako
anti-Kaninchen (biotinyliert) 1:200 711-065-152, Esel Dianova
anti-Ratte (biotinyliert) 1:1000 312-065-003, Kaninchen Dianova
ABC-Kit K5005 Dako
EnVision Peroxidase Rabbit Kit DAB+ K406511-2 Dako
Streptavidin-Alkalische Phosphatase K0391 Dako
Peroxidase-Blockierungsreagenz 52023 Dako

5.1.7 Verbrauchsmaterialien

Name Bezugsquelle
6-well Zellkulturplatte (9cm2) Corning, Amsterdam, Niederlande
96-well optische Reaktionsplatte Applied Biosystems, Darmstadt

Einmal-Kaniilen 26G (0,45x13mm),25G (0,5x25mm) Becton Dickinson, Heidelberg

Einmal-Mikrotom Klingen (R 35) Feather, Osaka, Japan
Einmal-Spritzen (steril) 1,5ml, 5ml, 10ml Becton Dickinson, Heidelberg
FACS-R&hrchen (steril) Becton Dickinson, Heidelberg
FastRNA Green Lysing Matrix D MP Biomedicals, Santa Ana, USA
Hamatokrit-Kapillaren, Glas heparinisiert Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
KapillarblutentnahmegefaB mit 200pl Lithium- Kabe Labortechnik, Niimbrecht-Elsenroth
Heparin-Trenngel (GK 150)

MACS Separationssaulen LS Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach
Neubauer Zahlkammer LO-Laboroptik, Friedrichsdorf
Objekttrager Superfrost Plus VWR, International, Darmstadt
Objekttrager Dako REAL Dako, Hamburg
PCR-ReaktionsgefaBe 0,2ml Biozym, Hessisch Oldendorf
ReaktionsgefaBe 0,5ml, 1,5ml, 2ml Eppendorf, Hamburg
Schraubréhrchen (15ml/50ml) Becton Dickinson, Heidelberg

Sterile Mikropipetten mit Aerosolfilter (nukleasefrei)  Biozym, Hessisch Oldendorf

Sterile Plastikpipetten 2,5ml, 5ml, 10ml, 25ml Sarstedt, Niimbrecht
Sterilfilter Nalgene 500m| Nalge Nunc, Rochester, USA
Venenverweilkaniile Venflon (1,8x45mm) Becton Dickinson, Heidelberg
Zellkultur-Flachréhrchen (10cm?) TPP, Trasadingen Schweiz
Zellkultur-Flaschen (15cm?/75cm?) Sarstedt, Niimbrecht
Zellsieb CellTrics (30pm) Partec, Miinster

Zellsieb (70pm) Becton Dickinson, Heidelberg
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5.1.8 Gerdte

Name

Bezugsquelle

ABI Prism 7500 Sequence Detection System

Bioanalyzer 2100

Brutschrank Autoflow

Brutschrank Labotect Inkubator C2000
CFX96 Touch RT-PCR Detection System
Cryostat 2800 Frigocut E
Durchflusszytometer FACSCalibur

Durchflusszytometer FACSCanto |l

Einbettautomat Hypercenter XP Tissue Processor

Einbettstation

Fastprep-Gerat FP120
Fluoreszenzmikroskop mit Kamera
Horizontal-Elektrophoresekammer
Kolbenhubpipetten

Labtherm (Bakterieninkubator)
MidiMACS-Magnet und MACS-Stander
Mikrotom HM355S

Nanodrop 1000

Polymax 1040 (Schwenkapparatur)
PowerPac 300 (Spannungsversorgung)
Sorter FACSAria |l

Sterilwerkbank LaminAir HBB 2448

Thermocycler GeneAmp PCR System 9600

Thermoschiittler compact
Tischzentrifuge 5415R
UV-Transilluminator

Ultra Turrax
Vortex-Mischer

Waage CS200 (200g+0,19)
Wasserbad Julabo U3
Zentrifuge Megafuge 2.0R
Zentrifuge Rotina 420R

Applied Biosystems, Darmstadt
AgilentTechnologies, Santa Clara, USA
NuAire, Plymouth, USA
Labotect, Gottingen

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Reichert-Jung, Nussloch

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Shandon, Frankfurt

Microm, Walldorf

MP Biomedicals, Santa Ana, USA
Leica/Olympus

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Eppendorf, Hamburg

Kihner, Birsfelden, Schweiz
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
Microm, Walldorf

Thermo Scientific, Schwerte
Heidolph Intruments, Schwabach
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Becton Dickinson, Heidelberg
Heraeus Instruments, Hanau
PerkinElmer, Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Bioblock Scientific, lllkirch, Frankreich
IKA Labortechnik, Staufen

VWR International, Darmstadt
Ohaus, Nanikon, Schweiz

Julabo Labortechnik, Seelbach
Heraeus Instruments, Hanau

Hettich, Tuttlingen
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5.2 Tiere

5.2.1 Transgene Mausstamme und Zucht

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten ASBT-OVA Mause, die in
Cholangiozyten das Modellantigen Ovalbumin exprimieren, wurden von Eckart Schott
hergestellt (Derkow et al, 2007). Der Vektor pASBT-OVA basiert auf dem
pBluescript Vektor und enthdlt den Apical Sodium Dependent Bile Transporter
(ASBT)-Promotor, ein Fusionskonstrukt, das fiir die transmembrane Domane des
Transferrin-Rezeptors und ein 246 Aminosadurereste langes Fragment des Proteins
Ovalbumin (139-385) kodiert, sowie eine poly-A Sequenz. Das Ovalbuminfragment
enthalt die fiir CD8 und CD4 T-Zellen immundominanten MHC-I und MHC-II Epitope
(Abb. 19). Das linearisierte Konstrukt (Kpnl/Notl-Fragment) wurde fiir die Mikro-
injektion in Vorkerne von befruchteten C57BL/6 Eiern verwendet. Die Tiere wurden
regelmaBig mit Wildtyp C57BL/6J Mausen gekreuzt und vor der Verwendung das
Vorhandensein des Transgens mittels PCR gepriift.

TfR-Membran-
ASBT-Promotor anker

nl Xho | Pst | Xba | Not |
_’ <—

Ovalbuminizo.sss polyA

glNFEKL
ISQAVHAAHAEINEAGR

Abb. 19: Schematischer Aufbau des ASBT-OVA Konstrukts

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten IFABP-OVA Mause wurden von Leo
Lefrancois zur Verfligung gestellt (Vezys et a/., 2000). Sie exprimieren in Enterozyten
des Diinndarms das Modellantigen Ovalbumin. Das Konstrukt enthdlt den /ntestinal
Fatty Acid-Binding Protein (IFABP)-Promotor, ein 198 Aminosaurereste langes
Fragment des Proteins Ovalbumin (138-336) sowie zur Steigerung der
Expressionseffizienz ein Fragment des Human Growth Hormone, mit einer poly-A
Signalsequenz (Abb. 20). Das Fusionsprotein enthalt keine Signalsequenz und liegt
zytoplasmatisch vor. Das linearisierte Konstrukt (Sal |-Fragment) wurde fiir die

Mikroinjektion in Vorkerne von befruchteten C57BL/6J Eiern verwendet. Die Tiere
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wurden regelmaBig mit Wildtyp C57BL/6J Mausen gekreuzt und vor der Verwendung

das Vorhandensein des Transgens mittels PCR gepriift.

IFABP-Promotor Ovalbuminiss-s3s hGH polyA
sal | Sal |

;IINFEKL
ISQAVHAAHAEINEAGR

Abb. 20: Schematischer Aufbau des IFABP-OVA Konstrukts

Durch Kreuzung von IFABP-OVA Mannchen mit ASBT-OVA Weibchen wurden
IFABPXASBT-OVA Mause erzeugt, wobei die F1-Generation nach der Priifung auf

das Vorhandensein der Transgene mittels PCR fiir die Experimente verwendet wurde.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Ragl’/’ OT-I" Thyl.1" Mause
wurden durch Kreuzung von OT-I" Thyl.1"™ Mainnchen mit Ragl’/’ Weibchen und
weiterer Verpaarung der Ragl+/’ F1-Generation (Nichtgeschwister) erzeugt.
Urspriinglich wurden OT-I Mause durch Klonierung der T-Zellrezeptorketten aus
einem OVAazs7-264 spezifischen CD8 T-Zell Klon (149.42) generiert (Hogquist et al.,
1994). Der kongene Marker Thyl.1 dient zur Identifizierung der transferierten
T-Zellen in Thyl.1” Thyl.2" Tieren mit C57BI/6J Hintergrund. Die Tiere wurden
durchflusszytometrisch auf das Vorhandensein des Transgens gepriift, bevor sie fiir

Experimente verwendet wurden.

5.2.2 Tierhaltung

Die Stamme ASBT-OVA, IFABP-OVA, IFABPxXASBT-OVA, Ragl’/’ OT-I
Thyl.1 und C57BL/6J Wildtyp-Mause wurden in der zentralen Tierhaltung der
Forschungseinrichtungen fiir Experimentelle Medizin (FEM, Berlin) geziichtet und
spezifisch Pathogen-frei (SPF) in individuell ventilierten Kafigen (IVC) gehalten. In
einem Alter von 8-12 Wochen wurden die Tiere fiir Experimente eingesetzt. Alle
Experimente waren im Rahmen der Tierversuchsvorhaben mit den Antragsnummern
G0115/07 und GO049/10 vom zustandigen Landesamt fiir Gesundheit und Soziales
genehmigt. Alle Tierversuche wurden im Einklang mit dem Tierschutzgesetz und

behordlichen Genehmigungen durchgefiihrt.
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Zum Abschluss der Experimente wurden die Tiere durch zervikale Dislokation
getotet und Milz, mesenteriale Lymphknoten, Leber, Dinndarm und Kolon
entnommen. Gegebenenfalls wurden fiir die Immunhistologie und eine spatere RNA-

Isolation Gewebeproben in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

5.2.3  Genotypisierung

Mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurde das Vorhandensein des
Transgens in ASBT-OVA, IFABP-OVA und IFABPxXASBT-OVA Mausen qualitativ
nachgewiesen. Dazu wurden Ohrbiopsien von 1,5mm Durchmesser oder 3-5mm lange
Schwanzspitzenbiopsien in 150l Verdaupuffer mit 400pg/ml Proteinase K fiir zwei
Stunden bei 56°C, 950rpm auf einem Thermoschiittler inkubiert und nach dem Verdau
die Proteinase 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Die Proben wurden mit Nuklease-

freiem Wasser auf 1ml aufgefillt und 1pl fir die PCR eingesetzt.

Fiir die PCR wurde 1pl Biopsielysat zu einem Mastermix aus jeweils 1pl OVAup-
und OVAdown-Primer bzw. IFABP- und OVA800-Primer (10pM) sowie 5ul Red Load
Tag Mastermix und 17pl Nuklease-freiem Wasser gegeben. Der Red Load Tag
Mastermix enthalt alle fiir die PCR notwendigen Reagenzien, inklusive einem
Ladepuffer fiir die Agarose-Gelelektrophorese. Als Positivkontrolle dienten zuvor
positiv getestete Biopsielysate und als Negativkontrolle Nuklease-freies Wasser. Die

PCR lief nach folgendem Protokoll:

Initiale Denaturierung: 94°C flir 2min

Denaturierung: 94°C fiir 30sek
Primeranlagerung: 55°C fiir 30sek 30x
Elongation: 72°C fir 1min

finale Elongation: 72°C fiir 10min

Kiihlung/Lagerung:4°C

Die amplifizierte DNA wurde mittels Gelelektrophorese nach ihrer GroBe
getrennt. Dazu wurde 1,5% (w/v) Agarose in 150ml TAE-Puffer in der Mikrowelle
erwarmt und nach 15 Minuten abkiihlen 7,5ul Ethidiumbromid (10mg/ml) hinzuge-
fiigt. 15ul jeder Probe oder 5ul des DNA-GroBenmarkers wurden in die Geltaschen
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gegeben und bei 110V in TAE als Laufpuffer fir ca. 20 Minuten aufgetrennt. Auf
einem UV-Transilluminator wurden die fluoreszierenden DNA-Banden dokumentiert

und die GroBe anhand des DNA-GroBenmarkers abgeschatzt.

5.2.4  Phanotypisierung

Um in Ragl’/’ OT-lI Thyl.1 Mausen das Vorhandensein der Transgene bzw.
Knockout zu lberpriifen, wurde den Tieren ein Tropfen Blut entnommen und in ca.
100pl PBS (10U/ml Heparin) aufgenommen. Die Proben wurden bei 4°C, fiir
5 Minuten bei 950xg zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Um die im Zellpellet
vorhandenen Erythrozyten zu entfernen, wurde das Pellet in 0,5 ml Erythrozyten-Lyse-
Puffer resuspendiert und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe
von 1 ml PBS/BSA und Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 950xg wurden die Zellen
gewaschen. Dieser Erythrozyten-Lyse-Schritt wurde einmal wiederholt. AnschlieBend
wurden die Oberflachenmolekiile B220, TCR Va2 und CD90.1 wie in 5.8 beschrieben
gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. In Ragl’/’ Tieren sind die Blutzellen
B220 negativ (keine B-Zellen vorhanden), OT-I positiv sind die Tiere, wenn >20% der
Blutzellen TCR Va2 positiv sind, und CD90.1 positive Zellen tragen den kongenen
Marker.

5.3 Kolitis-Modelle

531 OVA-Kolitis

Um CD8 T-Zellen Antigen-spezifisch im GALT zu aktivieren, wurde ein neues
Kolitis-Modell entwickelt. Zunachst wurde durch die rektale Gabe von Ethanol die vor
der bakteriellen Flora schiitzende Schleimschicht wird dabei voriibergehend soweit
reduziert, dass das nachfolgend rektal applizierte Ovalbumin bzw. als Kontrolle
Rinderserumalbumin in direkten Kontakt mit der Epithelzellschicht treten konnen. Es
wird angenommen, dass die Modell-Antigene zusammen mit bakteriellen Bestandteilen
aufgenommen, prozessiert und prasentiert werden. Um die Verweildauer des
OVA/BSA Einlaufs im Kolon zu erhchen, wurde die Viskositat der Losung mittels
Carboxymethylzellulose erhoht. Carboxymethylzellulose verhalt sich biochemisch inert

und wird nicht vom Darm aufgenommen. Um das Lumen des Kolon deszendenz
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weitgehend von Fazes zu befreien, wurde durch abdominale Massage eine Defdakation
herbeigefiihrt. Nach der intrarektalen Ethanolapplikation wurden naive OT-I CD8 T-

Zellen intravenos transferiert.

Etwa 20g schwere Mduse wurden mit Ketamin/Xylazin (75mg/7,5mg pro kg
Korpergewicht 7.p.) leicht narkotisiert und mittels einer flexiblen Venenverweilkaniile
150p1 30% (v/v) Ethanol intrarektal appliziert. Nach 30 Minuten wurden 40mg OVA
bzw. BSA in 200yl einer 0,9% (w/v final) wassrigen Carboxymethylzellulose-L&sung
intrarektal appliziert. Zum gleichen Zeitpunkt wurden ca. 6 Millionen mittels MACS
isolierte, naive RAG1/ OT-l CD8 T-Zellen in 200l PBS /iv. transferiert und den

Tieren Blut enthommen.

5.3.2 In vivo Behandlung mit blockierenden Antikorpern

Der Antikorper-Klon PS/2 bindet an die Integrine a4B1 und o437 gleichermaBen
und blockiert die Integrin-abhangige Migration /n vivo (Andrew et al., 1994; Lobb und
Hemler, 1994). Um die Migration von Lymphozyten mittels der a4-Integrine a4B1
und o437 zu untersuchen, wurden Mause jeden zweiten Tag, beginnend einen Tag vor
dem adoptiven Transfer von OT-I T-Zellen mit 15mg/kg Korpergewicht des
blockierenden anti-a4 Integrin Antikorpers (Klon PS/2) oder als Kontrolle mit einem

anti-KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) Antikorper gleichen Isotyps /.p. behandelt.

5.3.3 Chronische DSS-Kolitis

Der genaue Mechanismus, wie Natrium-Dextransulfat (Dextran Sodium Sulfate,
DSS) eine Kolitis auslost, ist noch nicht vollstandig bekannt. Kiirzlich wurde gezeigt,
dass DSS nicht direkt toxisch auf Epithelzellen wirkt, sondern mit mittellangkettigen
Fettsauren im Lumen des Kolon Nano-Lipokomplexe bildet, die mit der Epithelzell-
membran fusionieren und DSS ins Zellinnere transportieren konnen. Dies |6st eine
Entziindungsreaktion aus, die mit einer Storung der Epithelbarriere einhergeht (Laroui

et al., 2012).

Um in ca. 20g schweren Mausen eine chronische Kolitis auszuldsen, wurde in 3
Zyklen fiir jeweils 7 Tage 2% (w/v) DSS und 14 Tage normales Trinkwasser verab-
reicht (Okayasu et a/, 1990; Wirtz et al, 2007). Da die DSS-Losung bei



Material und Methoden — Infektion 109

Raumtemperatur nur eine sehr begrenzte Haltbarkeit aufweist, wurde die Losung in 2-
tagigem Abstand gewechselt. Die Tiere wurden taglich gewogen und neben dem
Gewichtsverlauf klinische Symptome wie spontanes und reaktives Verhalten,

Korperhaltung und Fellpflege aufgezeichnet.

5.3.1 Adoptiver T-Zell-Transfer

Die Mause wurden mit Ketamin/Xylazin (100mg/10mg pro kg Korpergewicht
1.p.) narkotisiert und ca. 6-8 Millionen naive OT-I CD8 T-Zellen /v. in 200pl PBS in

den retroorbitalen Venenplexus oder in die laterale Schwanzvene transferiert.

5.4 Infektion

5.4.1 Salmonellen-Infektion

Der aroA-defiziente Stamm Sa/monella enterica ssp. enterica ser. typhimurium
SL7207 (Sm) ist wegen der resultierenden Auxotrophie fiir aromatische Aminosduren
/n vivo attenuiert, so dass eine orale Infektion von Wildtyp-B6 Mausen zu einer
transienten Infektion des Diinndarms mit einer Invasion der Peyerschen Plaques fiihrt,
es jedoch nicht zu einer systemischen Ausbreitung der Bakterien kommt (Mittriicker
und Kaufmann, 2000). Um den Effekt einer zusdtzlichen bakteriellen Expression des
OVAo2s7-264 Peptides zu untersuchen, wurde ein mit dem Plasmid (pQE-OVAS)
transformierter Salmonella typhimurium Stamm SL7207 verwendet, der unter dem
bakteriellen T5-Promotor OVA2s7-264 exprimiert (Qimron et a/., 2004). Dieser Stamm
wird hier als Salmonella-OVA (SmOVA) bezeichnet.

Die Bakterien wurden in 250ml LB-Medium (+300mM NaCl) in einem 1l
Erlenmeyerkolben iiber Nacht mit 90rpm schiittelnd bei 37°C kultiviert, 15 Minuten
bei 3000xg, 4°C zentrifugiert, zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, in 33ml PBS-
10% Glyzerin aufgenommen und zu 1,2ml aliquotiert bei -80°C gelagert. Zur
Erhaltung des Plasmids von SmOVA wurde dem Medium 200ug/ml Ampicillin

hinzugefiigt.

Zur Infektion wurde ein Aliquot rasch bei 37°C aufgetaut, mit einem Vortex-

Mischer resuspendiert und 200pl-250pl je Maus mittels einer gebogenen Schlundsonde
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in den Magen appliziert. Zur Bestimmung der Keimzahl wurde eine dekadische
Verdiinnungsreihe in kaltem PBS erstellt und je 100pl auf eine LB-Agar bzw. LB-
Amp-Agar Platte ausgestrichen. Nach 24h bei 37°C wurden die Kolonien auf den
Platten gezahlt und die Bakteriendichte des aufgetauten Aliquots berechnet. Sie
betrug stabil fir Sm ca. 8,8-10° Kolonie-bildende Einheiten (KBE)/ml und fiir
SmOVA ca. 8,3-10° KBE/ml.

Um nach der Infektion die Zahl der Bakterien in den Organen abzuschatzen,
wurden die Organe in PBS/FCS homogenisiert, eine serielle Verdiinnungsreihe in PBS
erstellt und auf XLD-Agar- bzw. XLD-Amp-Agar Platten ausgestrichen. Um
Salmonellen im Faeces nachzuweisen, wurde der gewogene Faeces in 1ml kaltem PBS
mittels eines konischen Kunststoffmorsers in einem 1,5ml Reaktionsgefal
homogenisiert und eine serielle Verdiinnungsreihe auf XLD-Agar- bzw. XLD-Amp-Agar
Platten ausgestrichen Nach 24h bei 37°C wurden die Kolonien gezahlt und die

Keimzahl bezogen auf das Gewicht des Ausgangmaterials berechnet.

5.5 Endoskopie

Die endoskopische Untersuchung der Mause ermoglichte den Krankheitsverlauf
der Kolitismodelle zu verschiedenen Zeitpunkten schonend in dem gleichen Tier zu
verfolgen und semi-quantitativ. zu erfassen. Dazu wurden die Tiere mit
Ketamin/Xylazin (100mg/10mg pro kg Korpergewicht) betaubt und mit einem
Miniaturendoskop das Kolon deszendenz bis zum Kolon transversum untersucht. Fir
die spatere unabhangige, semiquantitative Auswertung wurde das Videomaterial

aufgezeichnet und mit VirtualDub Einzelbilder entnommen.

Anhand der Merkmale Granularitat, Vaskularitat, Lichtdurchlassigkeit der
Darmwand, Fibrinablagerungen und der Konsistenz des Kotes wurde die Schwere der
Entziindung visuell quantifiziert. Jedes Merkmal wurde dabei mit einem Score-Wert
von 0 fiir keine Veranderungen bis 3 fiir starkste pathologische Veranderungen

bewertet, so dass sich in der Summe ein Gesamtscore von max. 15 ergab.
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5.6 Blutanalyse

5.6.1 Alanin-Aminotransferase

Das Enzym Alanin-Aminotransferase (ALT) kommt vor allem im Zytoplasma von
Hepatozyten vor und wird bei einer Schadigung von Hepatozyten u.a. bei

Entziindungsreaktionen ins Blut abgegeben, wo es detektiert werden kann.

Zum angegebenen Zeitpunkt wurden die Mause mit Ketamin/Xylazin
(100mg/10mg pro kg Korpergewicht 7.p.) narkotisiert und mit einer heparanisierten
Hamatokrit-Glaskapillare aus dem retrobulbaren Venenplexus ca. 100ul Blut entnom-
men. Das Blut wurde in ein KapillarblutentnahmegefaB mit Lithium-Heparin-Trenngel
uberfiihrt und zur Trennung der Blutzellen vom Plasma bei Raumtemperatur fiir 7
Minuten bei 6000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei -20°C
gelagert. Zur Messung wurde das Plasma 1:2 mit Nuklease-freiem Wasser verdiinnt

und 60ul bzw. 80pl im klinischen Routinelabor der Charité vollautomatisch analysiert.

5.6.2 Zytokine in portalvendsem Blut

Um den Transfer von Zytokinen vom Darm in die Leber zu untersuchen, wurde
Blut aus der den Darm mit der Leber verbindenden Vena portae entnommen. Dazu
wurden die Mduse mit Ketamin/Xylazin (125mg/12,5mg pro kg Korpergewicht /.p.)
tief narkotisiert, das Abdomen ventral geoffnet, die Vena portae direkt unterhalb der
Leber mit einer GefaBklemme verschlossen und mit einer heparanisierten Hamatokrit-
Glaskapillare punktiert. Das Blut wurde in ein Kapillar-BlutentnahmegefaB mit
Lithium-Heparin-Trenngel Uberfiihrt und bei Raumtemperatur fiir 7 Minuten bei
6000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei -20°C gelagert.

Direkt nach der Blutentnahme wurden die Mause durch zervikale Dislokation getotet.

Die Plasma-Zytokin-Konzentrationen von TNF-o, IFN-vy, IL-6, CCL2, IL-12 und
[L-10 wurde in Kooperation mit Arvind Batra mittels eines Cytometric Bead Array
(CBA) Multiplex Assays bestimmt. Dabei wurde den Herstellerangaben entsprechend

vorgegangen.
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5.7 Isolation von Lymphozyten

5.7.1 OT-I T-Zellen aus Milz und [ ymphknoten

Zur lsolation von OT-l T-Zellen aus Milz und Lymphknoten wurden die
inguinalen, mesenterialen, axillaren, brachialen und lumbalen Lymphknoten und die
Milz entnommen und mit Hilfe eines Spritzenkolbens unter Zugabe von ca. 30ml
PBS/BSA durch einem Zellsieb (70pum) in ein 50ml Rohrchen gedriickt. Die Zell-
suspension wurde fiir 5 Minuten bei 460xg, 4°C zentrifugiert, das Zellpellet fiir 5
Minuten auf Eis mit 5ml Erythrozyten-Lyse-Puffer inkubiert und zum Ausgleichen des
hypotonen Erythrozyten-Lyse-Puffers mit ca. 20ml MACS-Puffer aufgefiillt. Nach
einer 5 minttigen Zentrifugation bei 460xg, 4°C wurde das Zellpellet in ca. 25ml
MACS-Puffer aufgenommen, durch ein Zellsieb (70um) filtriert und die Zellzahl

bestimmt.

5.7.2 Lymphknoten und Milz

Zum Abschluss eines Experiments wurden Lymphozyten aus der Milz wie unter
5.7.1 beschrieben gewonnen. Abweichend wurde zur lIsolation von Lymphozyten aus
inguinalen oder mesenterialen Lymphknoten, die Lymphknoten unter Zugabe von
400pl PBS/BSA mechanisch zwischen zwei Objekttragern zerrieben und die Einzelzell-
suspension in ReaktionsgefaBen (2ml) gesammelt. Die Zellen wurden fiir 5 Minuten
bei 960xg, 4°C zentrifugiert, das Zellpellet in Iml PBS/BSA resuspendiert und die

Zellzahl bestimmt.

5.7.3 Intrahepatische Lymphozyten

Vor der Entnahme wurde die Leber iiber die Vena portae mit 5-10ml PBS/BSA
perfundiert und die Gallenblase entfernt. Mit Hilfe eines Spritzenkolbens wurde die
Leber unter Zugabe von ca. 25ml PBS/BSA durch ein Zellsieb (70pm) in ein 50ml
Rohrchen gedriickt und die Suspension mit einem Vortex-Mischer homogenisiert. Um
die parenchymalen Zellen zu sedimentieren, wurde die Zellsuspension fiir 1 Minute bei
50xg, 20°C zentrifugiert, der Uberstand in ein neues 50ml Rohrchen iiberfiihrt und fiir
5 Minuten bei 460xg, 20°C zentrifugiert. Dieses Zellpellet enthielt die intrahepatischen

Lymphozyten, welche durch Dichtegradienten-Zentrifugation von den parenchymalen
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Zellen geringerer Dichte getrennt wurden. Dazu wurden die Zellen in 5ml 42%
Percoll-Lésung (v/v in RMPI+) resuspendiert und ohne Bremse fiir 20 Minuten bei
850xg, 20°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 10ml
PBS/FCS resuspendiert und nach 5 miniitiger Zentrifugation bei 460xg, 4°C fiir 5
Minuten auf Eis mit 2ml Erythrozyten-Lyse-Puffer inkubiert. Zum Ausgleichen des
hypotonen Erythrozyten-Lyse-Puffers wurde mit ca. 10ml PBS/BSA aufgefiillt und 5
Minuten bei 460xg, 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde je nach GroBe in 1-5ml
PBS/BSA resuspendiert und die Zellzahl bestimmt.

5.7.4 Intraepithelal- und Lamina propria Lymphozyten

Intraepitheliale Lymphozyten (IEL) und Lamina propria Lymphozyten (LPL)
wurden aus dem Diinndarm oder Kolon mittels eines enzymatischen Verdaus und
anschlieBender Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Dazu wurden die entnommenen
Darme mit einer Knopfschere longitudinal aufgeschnitten und mit PBS sorgfaltig vom
Darminhalt gesaubert. AnschlieBend wurden die in ca. 1-1,5cm lange Stiicke ge-
schnittenen Darme in je 15ml PBS/FCS/DTT in einem 50ml Rohrchen fiir 15
Minuten bei 110U/min, 37°C in einem Horizontalschiittler geschwenkt, mit einer
Pinzette in ein neues 50ml Réhrchen mit 15ml PBS/EDTA iberfiihrt und zweimal fiir
etwa 15 Sekunden kriftig aus dem Handgelenk geschiittelt. Der Uberstand wurde
tiber ein 70um Zellsieb filtriert fiir 5 Minuten bei 460xg, 20°C zentrifugiert, das IEL
enthaltende Zell-Pellet in PBS/FCS gewaschen und erneut fiir 5 Minuten bei 460xg,
20°C zentrifugiert.

Zur lIsolation der LPL-Fraktion wurden die ausgeschiittelten Darmstiicke auf ca.
5mm Lange halbiert und in 10/15ml Verdaumedium (Kolon/Diinndarm) fiir 15/20
Minuten bei 110U/min, 37°C in einem Horizontalschiittler geschwenkt. Der Uberstand
wurde (iber ein 70pm Zellsieb filtriert, fiir 5 Minuten bei 460xg, 20°C zentrifugiert und
in PBS/FCS gewaschen. Die Darmstlicke wurden eine zweites Mal in 10/15ml
Verdaumedium (Kolon/Diinndarm) fiir 15/20 Minuten bei 110U/min, 37°C in einem
Horizontalschiittler verdaut, die Zellsuspension iiber ein 70pm Zellsieb filtriert und in
PBS/FCS gewaschen. Die |IEL- und LPL-Fraktionen wurden in 3ml 42% Percoll-

Losung (v/v in RPMI+) resuspendiert und in einem 15ml Schraubrohrchen auf 2ml
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70% Percoll-Losung (v/v in PBS/FCS) iiberschichtet. Nach 20 miniitiger Zentrifu-
gation bei 850xg, 20°C ohne Bremse wurden die IEL/LPL aus der Interphase

abgenommen, mit MACS-Puffer gewaschen und durchflusszytometrisch analysiert.

5.8 Zellzahlbestimmung

Um die Lebendzellzahl abzuschatzen, wurde von der Zellsuspension eine Probe
von 10pl genommen und mit 90ul 0,4% Trypanblaulosung (v/v in PBS) sorgfaltig
vermischt (Verdiinnungsfaktor 10). Von dieser Verdiinnung wurden 10pl in eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben und die ungefarbten lebenden Zellen in vier

GroBquadraten gezahlt. Die Ausgangszellzahl wurde nach der Gleichung

Zellzahl X Zellengezzhit

‘Verdiinnungsfaktor - 10* (Gleichung 1) berechnet.

ml

5.9 MACS

Mittels Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) lassen sich Zellen anhand von
Oberflachenmolekiilen aus einem Zellgemisch trennen. Dabei binden an superpara-
magnetische Partikel (MicroBeads) gekoppelte Antikorper an die Zellen, die das
spezifische Oberflachenmolekiil aufweisen. Bei der Passage einer mit ferro-
magnetischer Matrix gefiillten Saule werden die mit MicroBeads markierten Zellen im
magnetischen Feld zurlickgehalten, wahrend unmarkierte Zellen die Saule passieren.
Nach Entnahme der Saule aus dem Magnetfeld konnen die markierten Zellen von der
Saule eluiert werden. So konnen mit dieser Methode Zellen aufgrund ihrer

Oberflachenmolekiile positiv oder negativ aus einem Zellgemisch selektiert werden.

Die Isolation von CD8a™ T-Zellen erfolgte iiber eine Negativ-Selektion mit dem
CD8a™ T Cell Isolation Kit I/ durch Depletion der CD8a Zellpopulationen nach
Anleitung des Herstellers. Wie unter 5.7.1 beschrieben, wurde aus Milz und
Lymphknoten eine Einzelzellsuspension hergestellt und in 400ul pro 1.10° Zellen
MACS-Puffer aufgenommen. Pro 1.10% Zellen wurden 100pl einer Mischung von
biotinylierten Antikorpern (gegen CD4, CD11b, CDllc, CD19, CD45R (B220),
CD49b (DX5), CD105, MHC-II und Ter-119) zugegeben und fiir 10 Minuten bei 4°C
inkubiert. Dann wurden pro 1.10° Zellen 300pl MACS-Puffer und 200pl anti-Biotin-

Microbeads hinzugefiigt und erneut fiir 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Die Suspension
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wurde mit 10ml MACS-Puffer aufgefiillt, 10 Minuten bei 300xg, 4°C zentrifugiert und
in 500ul MACS-Puffer pro 1.10° Zellen resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde tiber
ein 30pm Zellsieb auf eine zuvor mit 3ml MACS-Puffer equilibrierte LS-Saule aufge-
tragen, 3 x 3ml MACS-Puffer liber die Saule gegeben und der Durchfluss in einem
15ml Rohrchen auf Eis aufgefangen. Die im Durchfluss befindlichen CD8a™ Zellen
wurden fir 5 Minuten bei 460xg, 4°C zentrifugiert, zweimal in PBS gewaschen und
die Zellzahl ermittelt. Die Reinheit wurde durchflusszytometrisch anhand der
Oberflachenmolekiile CD8a, CD3e, TCR Va2 und CD90.1 bestimmt und betrug im
Mittel >95% CD3e" CD8a™ T-Zellen.

5.10 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe eines Durchflusszytometers (Fluorescence Activated Cell Sorting,
FACS) lassen sich einzelne Zellen und Zellpopulationen in einem Zellgemisch aufgrund
ihrer physikalischen Eigenschaften, wie GroBe und Granularitat sowie durch eine
Markierung von Oberflachenmolekiilen und intrazellularen Proteinen mit unterschied-
lichen Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern phanotypisch charakterisieren. In dem
mit drei Lasern (405nm, 488nm, 633nm) ausgestatteten FACSCanto Il war die
gleichzeitige ~ Messung  von  Vorwartstreulicht ~ (GroBe),  Seitwartsstreulicht

(Granularitat) und 8 Fluoreszenzparametern moglich.

5.10.1 Oberflachenfarbung

Fir die Antikorper-Markierung wurden ca. 1.10%1-10" Zellen in ein FACS-
Rohrchen tberfiihrt, flir 5 Minuten bei 460xg, 4°C zentrifugiert und in 100pl-200pl
FACS-Puffer resuspendiert. In diesem FACS-Puffer waren zur Blockierung
unspezifischer Fc-Rezeptor-vermittelter Antikorperbindungen 1pug oCD16/32 sowie die
fiir die jeweilige Farbung titrierte Menge der Fluorochrom-gekoppelten Antikorper
(Verdiinnung 1:100-1:1000) enthalten. Nach einer Inkubation fiir 15 Minuten bei 4°C
wurden die Zellen fiir 5 Minuten bei 460xg, 4°C zentrifugiert und wenn ein
biotinylierter Primarantikorper verwendet wurde, ein zweiter Inkubationsschritt fiir 15
Minuten bei 4°C mit einem Streptavidin-gekoppelten Fluorochrom (Verdiinnung

1:200) angeschlossen. Die Zellen wurden fiir 5 Minuten bei 460xg, 4°C zentrifugiert
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und entweder in 200-400pl Fixierungspuffer aufgenommen und durchflusszytometrisch

analysiert oder eine intrazellulare Farbung durchgefiihrt.

5.10.2 Intrazellulare Farbung

Fiir eine intrazellulare Farbung wurden die Zellen zunachst in 500ul 1% PFA
(w/v in PBS) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln fixiert, 5 Minuten bei
460xg, 4°C zentrifugiert, mit 200pl 0,5% Saponin (w/v in PBS) permeabilisiert und 5
Minuten bei 530xg, 4°C zentrifugiert. In 100pl 0,5% Saponin (w/v in PBS) wurden
dann die Fluorochrom-gekoppelten Antikorper (Verdiinnung 1:200) fiir 15 Minuten bei
4°C inkubiert, die Zellen bei 530xg, 4°C zentrifugiert und in 200-400uyl

Fixierungspuffer aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert.

5.11 In vitro Aktivierung von CD8 T-Zellen

Wie unter Abschnitt 5.9 beschrieben, wurden naive CD8 OT-l T-Zellen isoliert
und ca. 10-15-10° Zellen pro Loch in 5ml RPMI+ mit 2ug/ml aCD28 in 6-Loch-
Platten fiir 24h /n vitro stimuliert. Die Locher der Platten wurden zuvor mit 5mg/ml
oCD3 in 1,5ml PBS, 2h, 37° beschichtet und 2x mit 5ml PBS gewaschen. Nach 24h
Inkubation im Brutschrank bei 37°C, 5% CO> wurden die Zellen abgenommen, die
Locher mit 5ml RPMI+ gewaschen und die Zellen nach einer Zentrifugation fiir 5
Minuten bei 460xg, 4°C zweimal mit 10ml PBS gewaschen. Die Zellzahl wurde be-
stimmt, ca. 5:10° Zellen /v. in ASBT-OVA Maiuse transferiert und der Phanotyp
hinsichtlich der Marker CD62L und CD44 sowie Integrin o437 und 81 und CCR9

durchflusszytometrisch analysiert.

5.12 Proliferations-Assay

Um die Proliferation der OT-| T-Zellen verfolgen zu konnen, wurden die Zellen
mit dem membrangangigen, nicht fluoreszierenden Farbstoff 5-,6-Carboxyfluorescein-
diazetat-succinimidylester (CFDA-SE) inkubiert. Dieser wird intrazellular durch
Esterasen zum fluoreszierenden Farbstoff Carboxyfluorescein-succinimidylester (CFSE)
umgesetzt, reagiert mit Aminogruppen von Proteinen und wird so kovalent im Zytosol
gebunden. Bei einer Zellteilung wird der Farbstoff mit dem Zytosol gleichmaBig auf

die Tochterzellen verteilt. Die damit verbundene Verringerung des Farbstoffgehalts
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pro Zelle geht mit einer entsprechenden Verringerung der Fluoreszenzintensitat einher

und kann durchflusszytometrisch bestimmt werden.

Wie unter 5.7.1 beschrieben, wurden OT-I T-Zellen isoliert, in 1m|/107 Zellen
RPMI mit 5uM CFDA-SE resuspendiert, fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 10% des Gesamtvolumens FCS ge-
stoppt. Die Zellen wurden 5 Minuten bei 460xg, 4°C zentrifugiert, in PBS
resuspendiert, Uber ein 30um Zellsieb filtriert und die Zellzahl bestimmt. Fiir den
adoptiven Transfer wurden die Mause mit Ketamin/Xylazin (100mg/10mg pro kg)
narkotisiert und ca. 4-.10° CFSE markierte OT-I T-Zellen in 200ul PBS /. injiziert.

5.13 Restimulation in vitro

Um die Kapazitat zur Produktion von Effektor-Zytokinen zu bestimmen, wurden
Lymphozyten aus Milz, mesenterialen Lymphknoten, Leber und Darm isoliert (siehe
5.7.2 ff) und iliber den T-Zell-Rezeptor mit OVA2s7.264 oder mit PMA/lonomycin,
welche direkt die Protein Kinase C und Calcium-abhangige Signalwege aktivieren, /n
vitro  stimuliert.  Mittels Brefeldin A wurde der Protein-Transport vom
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat inhibiert, wodurch translatierte
Proteine in der Zelle akkumulieren und die von der Zelle gebildeten Zytokine durch

fluoreszenzmarkierte Antikorper nachgewiesen werden konnen.

Etwa 1.10° Zellen wurden in 100pl in sterilen FACS-Rohrchen in RPMI+ verteilt,
Jjeweils 75ul mit 10pMfna OVA2s7-264 (SIINFEKL) Peptid oder 75pl mit 20nMinal
Phorbol-12-Myristat-13-acetat/1uMsnai lonomycin in RPMI+ hinzugefiigt und bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Nach 1h wurde jeweils in 25pl RPMI+ 5pg/ml
Brefeldin A (zur Detektion von IFN-y, IL-2) oder GolgiStop (Monensin+Brefeldin A)
(zur Detektion von TNF-o, IL-10) hinzugefiigt und fiir weitere 4-5h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Dann wurden die Zellen fiir 5 Minuten bei 460xg, 4°C
zentrifugiert, einmal mit 1ml FACS-Puffer gewaschen und wie unter 5.10.1f

beschrieben gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.
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5.14 In vivo Zytolyse-Assay

Die zytolytische Kapazitat von OT-lI CD8 T-Zellen in den Empfangertieren wurde
i vivo bestimmt, indem OVAs7264 beladene fluoreszenzmarkierte Milzzellen
zusammen mit unbeladenen Kontroll-Milzzellen transferiert wurden, und die spezifische
Lyse der beladenen Zellen im Verhaltnis zu den  Kontroll-Milzzellen

durchflusszytometrisch erfasst wurde.

Dazu wurden aus B6-Wildtyp Madusen Milzzellen isoliert (siehe 5.7.2) und je ein
Teil der Zellen mit 7,5uM CFDA-SE (CFSE™") bzw. 0,75uM CFDA-SE (CFSE""),
wie in 5.12 beschrieben, markiert. Die CFSE™" markierten Zellen wurden dann in
einem Zellkultur-Flachrohrchen in RPMI+ mit 1pM OVAgzs7264 beladen, der CFSE™"
markierte Teil wurde in RPMI+ ohne Peptid fiir 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Die Zellen wurden direkt in den Zellkultur-Flachrohrchen fiir 5 Minuten bei
460xg, 4°C zentrifugiert und zweimal mit 15ml PBS gewaschen. Um verklumpte tote
Zellen abzutrennen, wurden die Zellen iiber ein 30pm Zellsieb filtriert, die Zellzahlen
bestimmt und OVAos7osa beladene, CFSE™" markierte Zellen mit unbeladenen,

CFSE"™ markierten Zellen zu gleichen Teilen gemischt.

Die Empfangertiere und eine unbehandelte B6-Wildtyp Maus als Referenz wurden
mit Ketamin/Xylazin (100mg/10mg pro kg Korpergewicht /7p.) narkotisiert und ca.
8-10° des CFSE-markierten Milzzellgemisches /.v. injiziert. Nach 5h wurden die Tiere
durch zervikale Dislokation getotet, die Lymphozyten aus Milz, mesenterialen Lymph-
knoten und Leber, wie unter 5.7.2 beschrieben, isoliert und durchflusszytometrisch

analysiert.

In den Empfangertieren etwaig zytolytisch aktive OT-I CD8 T-Zellen konnen die

high

transferierten OVAgs7-264 beladenen Milzzellen (CFSE™") Antigen-spezifisch lysieren,

wahrend die nicht Peptid-beladenen Milzzellen intakt bleiben. So nimmt der Anteil
CFSE™" markierter Zellen im Verhaltnis zu CFSE®" markierten Zellen ab. Dieses
Verhaltnis wird zur spontanen bzw. unspezifischen Lyserate in der B6-Wildtyp Maus in

Relation gesetzt. Die spezifische Lyserate wurde nach folgender Gleichung berechnet:

CFSEQY,ren, /CFSENI -
Referenz / Eithe"enz ) (GIeIChUﬂg 2)

100- (1 - o
CFSEVersuch /CFSEVersuch
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5.15 RNA-Isolation und reverse Transkription

5.15.1 RNA-Isolation

Die fir die RNA-Isolation verwendete TRIzol-Losung enthalt Phenol und
Guanidin-Isothiocyanat und erlaubt die Gewinnung reiner, undegradierter Gesamt-RNA
aus Geweben und Einzelzellen mit hoher Ausbeute (Chomczynski und Sacchi, 1987).
Dabei werden Reinheit und Integritait der gewonnenen RNA maBgeblich vom
Verhaltnis der eingesetzten Zellmenge zur TRIzol-Losung bestimmt. Die RNA-

Isolation wurde den Herstellerangaben entsprechend durchgefiihrt.

Die Gewebeproben wurden von -80°C in 1ml eisgekiihlte TRIzol-Losung
uberfiihrt, mechanisch mit der Lysematrix im Fastprep-Gerat 2 x 20 Sekunden
homogenisiert und dazwischen ca. 1 Minute auf Eis gekiihlt, um die entstandene
Reibungswarme der Keramikpartikel abzufiihren. Nach Zentrifugation fir 15 Minuten
bei 20800xg, 4°C wurde der Uberstand in einem neuen 1,5ml ReaktionsgefiB mit
200pl Chloroform versetzt und mit dem Vortex-Mischer fiir ca. 15 Sekunden kraftig
geschiittelt. Die entstandene Emulsion wurde fiir 2-3 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und zur Phasentrennung fiir 15 Minuten bei 12000xg, 4°C zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die obere, farblose, wassrige Phase sorgfaltig in ein neues 1,5ml
ReaktionsgefaB liberfiihrt, die darin enthaltene RNA zur Fallung mit 500pl Isopropanol
fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 10 miniitiger Zentrifugation bei 12000xg, 4°C
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 1ml 75% Ethanol gewaschen, um
koprazipitierte Salze zu entfernen. Das Pellet wurde schlieBlich fiir ca. 5-15 Minuten

bei 37°C getrocknet und in 20pl nukleasefreiem Wasser resuspendiert.

Die RNA aus isolierten sinusoidalen Leberendothelzellen (LSEC) wurde analog
gewonnen. Dazu wurden ca. 1.10° Zellen mit 1ml TRIzol versetzt und fiir ca. 30s auf
dem Vortex-Mischer homogenisiert. Das weitere Vorgehen ist dem oben beschriebenen

zu entnehmen.

Die isolierte RNA wurde zusatzlich einem DNase-Verdau unterworfen, um
etwaige Kontaminationen mit genomischer DNA zu eliminieren. Dazu wurden ca.
10ug RNA im mitgelieferten DNase-Reaktionspuffer mit 1,5U DNase | und 20U

RNaseOUT in einem Gesamtvolumen von ca. 20ul fir 15 Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert, die Reaktion mit 2,5ul EDTA (25mM, pH 8,0) gestoppt
und das Enzym bei 65°C fiir 10 Minuten inaktiviert. Durch den Zusatz von
RNaseOUT wurde eine deutliche Verbesserung der RNA-Integritat erreicht, da die
Wirkung von RNasen wahrend des DNase-Verdaus bei Raumtemperatur spezifisch
inhibiert wird. AbschlieBend wurde die RNA aus dem Reaktionsgemisch von entstan-
denen Oligodesoxyribonukleotiden mittels Ethanolfallung getrennt. Diese interferieren
mit der nachfolgenden photometrischen Quantifizierung und konnen die reverse
Transkription oder die PCR storen. Zur Unterstiitzung der Prazipitation wurde Pellet
Paint als Carrier eingesetzt. Im Detail wurde jeder Reaktionsansatz mit 2,2ul 3M
Natriumacetat, 1,5pl Pellet Paint und 75pl Ethanol versetzt, kurz gevortext und fiir
mindestens 30 Minuten bei -20°C inkubiert. Im Anschluss wurde fir 15 Minuten bei
16000xg, 4°C zentrifugiert, das Pellet mit 75% Ethanol gewaschen und bei 37°C fiir
ca. 10-15 Minuten sorgfaltig getrocknet und in 15pl nukleasefreiem Wasser

resuspendiert.

5.15.2 RNA-Quantifizierung

Die RNA-Konzentration und die Reinheit wurden photometrisch in 1,5ul mittels
Nanodrop bestimmt. Nukleinsdauren besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260nm,
wahrend Proteine mit aromatischen Aminosauren kurzwelliges Licht der Wellenlange
280nm absorbieren. Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz kann die Konzentration der
Nukleinsauren berechnet werden und das Verhaltnis Absorptionasonm/Absorptionagonm
>1,9 dient als MaB fiir die Reinheit. Bis zur weiteren Verwendung wurden die RNA-
Proben bei -80°C aufbewahrt.

5.15.3 Reverse Transkription

Um die Transkriptmenge mittels Rea/time PCR quantifizieren zu konnen, ist es
notig, die mRNA in cDNA umzuschreiben. Dies geschieht mit RNA-abhangigen DNA-
Polymerasen viralen Ursprungs, welche fiir die reverse Transkription /n vitro optimiert
wurden. Hier wurde das Enzym Superscript Il von Invitrogen verwendet, das sich
durch eine reduzierte RNase H Endonukleaseaktivitat und einer hohen Prozessivitat

auszeichnet und eine hohe Ausbeute von fu/l-length Transkripten verspricht.
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Es wurden ca. 2ug RNA mit 100ng Random Hexamer Primern und 1pul dNTPs
(Je 10pM) in einem Gesamtvolumen von 12pl fiir 5 Minuten bei 65°C inkubiert und
sofort auf Eis heruntergekiihlt. Dazu wurden 4yl First Strand Buffer (5x), 2ul DTT
(0,1M) und 1pl RNaseOUT (40U/pl) gegeben und fiir 10 Minuten bei 25°C, dann 2
Minuten bei 42°C inkubiert. SchlieBlich wurde die Reaktion mit 1pl Superscript Il
(200U/pl) gestartet und nach 50 Minuten bei 42°C das Enzym 15 Minuten bei 70°C
inaktiviert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die cDNA-Proben bei -20°C

aufbewahrt.

5.16 Realtime RT-PCR

5.16.1 Primer-Design

Um eine Amplifikation von genomischer DNA zu vermeiden, wurden die Primer
fur die Realtime RT-PCR so gewahlt, dass sie zwei Exons iberstreichen. So bindet
nur die aus einem gespleiBten Transkript hervorgegangene cDNA den Primer
vollstandig und wird amplifiziert, wahrend bei genomischer DNA das 3" Ende des
Primers nicht mit der Intronsequenz komplementar ist und daher kein geeignetes
Substrat fiir die DNA-Polymerase darstellt. Weitere Kriterien waren eine adhnliche
Annealing-Temperatur um 60°C, geringe intra- und intermolekulare Komplementaritat
der Vorwarts-/Rickwarts-Primer mit niedrigem G/C-Gehalt am 3" Ende und eine
moglichst kurze Lange des erzeugten Amplifikates unter 180bp. Diese gestatten die
parallele Amplifzierung mehrerer Gene in einem PCR-Lauf, dienen der Unterdriickung
der Bildung von Primerdimeren und ermdoglichen eine gleichmaBig hohe PCR-Effizienz
(Bustin, 2000). Dazu kam die Software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems) zum

Einsatz.

5.16.2 Realtime RT-PCR

Alle Realtime PCR Verfahren beruhen auf der Messung von Fluoreszenzsignalen,
welche sich proportional zur DNA-Menge entwickeln, so dass wahrend des PCR-
Laufes der Fortschritt der Reaktion verfolgt werden kann. Neben interkalierenden
Farbstoffen kommen dazu fluoreszenzmarkierte Sonden zum Einsatz, die spezifisch an

eine Zielsequenz binden. Die hier verwendete einfache und kostengiinstige Methode
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mit dem interkalierenden Farbstoff £Eva-Green birgt dabei den Nachteil, dass
unspezifische und spezifische Produkte in gleichem MaBe detektiert werden und die
PCR-Bedingungen daher sorgfaltig optimiert werden miissen. Aufgrund ihrer Sequenz
besitzen die jeweiligen Amplifikate jedoch unterschiedliche Schmelztemperaturen, die
im Anschluss an den PCR-Lauf automatisch bestimmt werden. Durch Vergleich mit
den theoretisch erwarteten lassen sich so Riickschliisse auf die Spezifitat der PCR-
Reaktion ziehen und zufallige Produkte anhand ihrer niedrigeren, uneinheitlichen

Schmelztemperaturen von der Auswertung ausschlieBen.

Fiir ein Gesamtvolumen von 30pl pro Ansatz wurde ein Mastermix mit 12,5l 2x
SsofFast Eva-Green Reaktionsgemisch und je 1pl Vorwarts-/Rickwartsprimer (100nM)
hergestellt. Davon wurden in einer 96-well Platte mit speziellen optischen
Eigenschaften je 20pl verteilt und mit einer Mehrkanalpipette 5ul der cONA-Proben in
zwei seriellen Verdiinnungsstufen (1:50, 1:200) zugegeben. Die Verdiinnungen und das
Auftragen der Proben auf die PCR-Platte missen dabei mit groBter Sorgfalt
ausgefiihrt werden, weil kleinste Variationen aufgrund des exponentiellen Charakters
der PCR zu groBen Abweichungen fiihren. Daher wurde fiir die cDNA-Proben ein

Volumen von 5pl gewahlt, um den relativen Fehler beim Pipettieren zu minimieren.

Die Realtime RT-PCR wurde mit dem vom Hersteller vorgeschlagenen
Temperaturprofil durchgefiihrt. Dem initialen Denaturierungsschritt von 10 Minuten
bei 95°C folgten 45 Zyklen mit 15s bei 95°C und 60s bei 60°C. Die Zusammenfassung
von Annealing und Primerverlangerung in einem Schritt bei 60°C verringert zwar die
Enzymaktivitat der DNA-Polymerase, jedoch wird die Signalstarke der nach jedem
Zyklus aufgezeichneten Fluoreszenz erhoht, da die Anzahl der pro DNA-Doppelstrang

interkalierten Farbstoffmolekiile temperaturabhangig ist.

5.16.3 Datenanalyse

Im Anschluss an die PCR-Reaktion wurde eine Schmelzkurvenanalyse ausgefiihrt.
Wahrend einer stetigen Temperaturerhohung wird dabei das Auseinanderweichen der
DNA-Doppelstrange und die damit verbundene Fluoreszenzabnahme verfolgt, und
durch Differentiation erhilt man bei der maximalen Anderungsgeschwindigkeit einen

Peak, der die Schmelztemperatur wiedergibt.
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Die Realtime PCR ermoglicht es den Verlauf der DNA-Zunahme wahrend der
Reaktion zu verfolgen. Da in der exponentiellen Phase das detektierte Produkt direkt
von der Menge des Ausgangsmaterials abhangt, wird das Erreichen einer bestimmten
Signalstarke als MaB fiir die Quantifizierung herangezogen. Der entsprechende Zyklus
wird als Threshold Cycle (Cy) bezeichnet, er ist der Schnittpunkt der Amplifikations-
kurve mit der gewahlten Schwelle. Die Reaktion folgt zu Beginn naherungsweise einer
Kinetik erster Ordnung: X, = Xo(1+£)" (Gleichung 3), wobei Xy die Zahl der
Ausgangsmolekiile, X, die Menge des Amplifikates nach n Zyklen und £ die PCR-
Effizienz beschreiben. Bei einer ideal ablaufenden Reaktion verdoppelt sich wahrend
der PCR nach jedem Zyklus die durch die Primer bestimmte DNA-Sequenz und die

PCR-Effizienz hat den Wert 1. Dabei nimmt das gemessene Fluoreszenzsignal ent-

sprechend zu und obige Gleichung geht Uber in: Rq =R, '(1+E)Cf(GI. 4) mit der

zum Ausgangsprodukt proportionalen Reporter-Fluoreszenz Ao und der Fluoreszenz

Rc[ beim Threshold Cycle Cr. Je eher dabei der Schwellenwert erreicht wird (kleiner

Gi-Wert), desto mehr Ausgangsmaterial war in der urspriinglichen Probe vorhanden.
Im spateren Verlauf sinkt die Effizienz der Reaktion durch Verbrauch der Reagenzien,
Produktinhibition, Enzyminstabilitdat und Kompetition der Amplifikate mit den Primern

im Annealing-Schritt ab und das Signal erreicht ein Plateau mit £«1.

Fir den Vergleich zweier Proben wird haufig die relative Quantifizierung
beziiglich eines stabil exprimierten Referenzgens verwendet, hier wurde das ribosomale
Protein L4 (RPL4) anhand von in der Arbeitsgruppe vorhandenen Genechip-Assay
Daten als unreguliertes, mittelstark exprimiertes Transkript ausgewahlt (Eickmeier et

al., 2014).
5.17 Histologie

5.17.1 Gewebeschnitte

Fiir Gewebeschnitte wurden Proben von Leber (mit 5-10ml PBS perfundiert,
Lobus hepatis dexter lateralis), Diinndarm (medial 1cm lang) oder Kolon (ca. 1cm
Kolon deszendenz) entnommen, in 4% PFA bei 4°C fiir 24h fixiert und bis zur

Einbettung in 70% Ethanol bei 4°C gelagert. Die Proben wurden in einem
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Einbettautomaten entwassert und in Paraffin eingebettet. Die Paraffinblocke wurden
bei -20°C gelagert, bevor an einem Mikrotom 4um dicke Schnitte angefertigt wurden.
Die Schnitte wurden mit Dako Kapillar-Objekttragern aufgenommen, ca. 2h bei 37°C

getrocknet und bis zur Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.

Fir Gefrierschnitte wurden, wie oben beschrieben, Proben von Leber, Diinndarm
oder Kolon entnommen, direkt in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert. In einem Kryostat wurden die Proben mit Tissue-Tek auf
Aluminiumzylindern bei -25°C fixiert und ca. 6-8um dicke Schnitte angefertigt. Die
Schnitte wurden mit SuperFrost Objektragern aufgenommen, fiir ca. 2h bei

Raumtemperatur getrocknet und bei -80°C gelagert.

5.17.2 Entparaffinierung

Vor den Farbungen wurden die Paraffinschnitte in Roti-Histol (Xylolersatz) fiir
2x10 Minuten entparaffiniert und durch sequenzielle Inkubation fiir jeweils 5 Minuten
iiber eine absteigende Alkoholreihe (Isopropanol, 90% Ethanol, 80% Ethanol, 70%
Ethanol, 50% Ethanol, 2x ddH20) rehydriert.

5.17.3 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Zur morphologischen Beurteilung wurde von 4pum Gewebeschnitten eine
Hamatoxylin-Eosin  (H/E)-Farbung angefertigt. Dabei werden Zellkerne durch
Hamatoxylin blau-violett und das Zytoplasma durch Eosin rotlich angefarbt. Die
entparaffinierten Schnitte wurden dazu fiir 8 Minuten in Hamalaunlosung inkubiert,
unter flieBendem Leitungswasser fiir 3 Minuten gewaschen und dann fiir 10 sec mit
Eosinlosung (1% in ddH20) gefarbt. Das liberschiissige Eosin wurde unter flieBendem
Leitungswasser fiir ca. 10 Minuten ausgewaschen, die Schnitte mit 37°C warmer

Kaisers Glyceringelatine eingebettet und bei 4°C gelagert.

5.17.4 Immunhistochemie

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte in Citrat-Puffer (pH 6,0) fiir 2
Minuten im Schnellkopftopf erhitzt, mit kaltem Wasser abgekiihlt und mit Tris-Puffer
(pH 7,4) gewaschen. Um unspezifische Farbungen zu verringern, wurden die Schnitte

fir 10 Minuten mit Peroxidase-Blockierungslosung (3% Wasserstoffperoxid gegen
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endogene  Peroxidasen) oder  Biotinblockierungsreagenz ~ (sdttigt  endogene

Biotin/Streptavidin-Bindungsstellen) behandelt.

Zur Detektion von CD3 oder Myeloperoxidase (MPO) wurden die Schnitte fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur mit anti-CD3 (1:300) oder anti-MPO7 (1:500)
inkubiert, mit Tris-Puffer (pH 7,4) gewaschen und je 30 Minuten mit biotinyliertem
Esel anti-Kaninchen Sekundarantikorper (1:200) und mit dem Streptavidin-Alkalische

Phosphatase A7t inkubiert mit Fast Red als Chromogen fiir 20min.

Zur Detektion von CK19 wurden die Schnitte abweichend zur normalen Prozedur
fir 5 Minuten in Citrat-Puffer (pH 6,0) im Schnellkopftopf erhitzt, sonst wurde wie
oben beschrieben verfahren. Die Schnitte wurden mit anti-CK19 (1:400) fiir 60
Minuten inkubiert und nach dem Waschen mit Tris-Puffer fir 1h mit dem EnVision
Peroxidase Rabbit Kit mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) als Chromogen fiir 5 Minuten

gefarbt.

Zur Detektion von F4/80 wurden deparaffinierte Schnitte zur Demaskierung des
Antigens mit Proteinase K fiir 20 Minuten bei 37°C behandelt, mit Tris-Puffer
gewaschen und mit anti-F4/80 (1:100) fiir 30 Minuten inkubiert. Nach dem Waschen
mit Tris-Puffer wurden die Schnitte mit einem biotinylierten Kaninchen anti-Ratte
Sekundarantikorper (1:1000) fiir 30 Minuten inkubiert, gefolgt von 30 Minuten

Streptavidin-Alkalische-Phosphatase und 20 Minuten Fast Red als Chromogen.

Zur Detektion von B220 wurden deparaffinierte Schnitte ohne weitere
Vorbehandlung mit anti-B220 (1:200) fiir 30 Minuten inkubiert, mit Tris-Puffer
gewaschen und mit biotinylierten Kaninchen anti-Ratte Sekundarantikdrper (1:1000)
fur 30 Minuten inkubiert, gefolgt von 30 Minuten Streptavidin-Alkalische-Phosphatase

und 30 Minuten Fast Red als Chromogen.

Zur Detektion von FoxP3 wurden deparaffinierte 2-3um Schnitte in Citrat-Puffer
(pH 6,0) erhitzt und nach dem Waschen mit anti-FoxP3 (1:100) inkubiert, gefolgt
von biotinyliertem Kaninchen anti-Ratte Sekundarantikérper und dem EnVision

Peroxidase Kit mit DAB als Chromogen.

Zur Detektion von CD8 mussten Gefrierschnitte verwendet werden, da bisher

kein auf PFA-fixierten Geweben funktionierender Antikorper erhaltlich ist. Die
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Gefrierschnitte wurden bei Raumtemperatur getrocknet, fiir 10 Minuten mit eiskaltem
Aceton fixiert, mit Avidin/Biotinblockierungsreagenzien fiir je 10 Minuten behandelt
und mit anti-CD8 (1:100) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem
Waschen mit Tris-Puffer wurden die Schnitte mit einem biotinylierten anti-Ratte
Sekundarantikorper inkubiert und mit dem Streptavidin-Alkalische Phosphatase Kit

mit Fast Red als Chromogen angefarbt und mit Hamatoxylin gegengefarbt.

Zur Detektion von CD90.1 wurden 5um Gefrierschnitte mit
Avidin/Biotinblockierungsreagenzien fiir je 10 Minuten behandelt, mit biotinyliertem
anti-CD90.1 (1:100) iiber Nacht bei 4°C inkubiert und nach dem Waschen mit Tris-
Puffer mit dem Streptavidin-Alkalische Phosphatase Kit fiir 30 Minuten inkubiert. Die
Schnitte wurden mit Fast Red als Chromogen 8 Minuten angefarbt und mit

Hamatoxylin gegengefarbt.

Fir die Co-Farbung mit CK19 wurden Gefrierschnitte wie beschrieben fiir CD90.1
gefarbt, mit Formalin (4% v/v Wasser) fiir 1h fixiert, mittels aufsteigender
Alkoholreihe dehydriert und an der Luft getrocknet. Dann wurden die Schnitte wie
oben beschreiben fiir CK19 gefarbt.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden in Kooperation mit Simone

Spieckermann und Anja Kihl durchgefiihrt.

5.17.5 Histopathologische Analyse

Die semiquantitative Auswertung von 10 Hauptgesichtsfeldern (O,237mm2)
wurde ohne Kenntnis der Gruppenzuordnung von Anja Kiihl durchgefiihrt, ebenso die

histopathologische Beurteilung der Kolitis (Tabelle 2).

Tabelle 2: Histologische Beurteilung der Entziindung im Darm nach (Erben et al., 2014).

Score Beschreibung

0 Keine Entziindung, keine Veranderungen

1 Einzelne, isolierte Zellinfiltrate innerhalb der Schleimhaut, keine Epithelhyperplasie

5 Mild gestreute Zellinfiltrate innerhalb der Mukosa und Submukosa, milde diffuse Epithel-
hyperplasie, beginnender Verlust von Becherzellen
Zellinfiltrate in der Schleimhaut, Submukosa und teilweise transmural; Epithelhyperplasie;

3 Verlust von Becherzellen

4 Zellinfiltrate innerhalb der Schleimhaut, Submucosa und transmurale, schwere Entziindung;

Verlust von Zellen, Verlust der Krypten; Ulzeration, schwere Epithelhyperplasie
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5.18 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung oder als Box-Plot,
bei dem die Box die oberen/unteren Quartile, eine horizontale Linie den Median
und die Antennen die Extrema kennzeichnen, dargestellt. Wegen des meist
geringen Stichprobenumfangs wurden die Daten mittels des nichtparametrischen
Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test auf statistische Unterschiede untersucht. Mehrere
Stichproben wurden mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’'s post-hoc Test
miteinander verglichen. Als Signifikanzniveau wurde o<0,05 gewadhlt. Die
Abbildungen und Berechnungen wurden mit Graphpad Prism 6 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) erstellt.
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6. Anhang

6.1 Erganzende Abbildungen und Tabellen
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Abb. 21: Proliferation OVA-Kolitis: Zellzahl und Phanotyp.

Wildtyp-B6 Mause wurden rektal mit Ethanol, gefolgt von Ovalbumin (OVA) oder Rinderserum-
albumin (BSA) behandelt und gleichzeitig wurden naive OT-I T-Zellen /v. transferiert. (A) Der
Anteil CD90.1" OT-l Zellen bezogen auf Gesamtlymphozyten basierend auf dem Vorwarts-
Seitwarts-Streulicht wurde durchflusszytometrisch am Tag 2 bestimmt (n=3). (B) Der Anteil
Integrin a4B7 positiver CD90.1" OT-I Zellen wurde durchflusszytometrisch am Tag 2 bestimmt

(n=3).

Tabelle 3: Phanotyp der OT-I T-Zellen vor und nach in vitro Aktivierung

. in vitro
naiv .
aktiviert
MW SD MW SD
D62L°
CCDf4hi9" 7.9 41 53,4 22,2
Integrin
487 0,06 0,06 0,16 0,27
o
Integrin
B1 6,4 5,2 55,0 19,7
CXCR3 17,0 3,6 65,8 28,5
CCR9 93,6 4,7 61,6 37,5

Naive OT-I T-Zellen wurden isoliert und fiir 24h /n vitro mit plattengebundenen anti-CD3e und
[oslichem anti-CD28 Antikorpern stimuliert. Der Phanotyp der OT-l T-Zellen wurde vor und nach
der Kultur hinsichtlich der Expression von CD62L, CD44, Integrin o4B7, Integrin B1 und der
Chemokinrezeptoren CXCR3 und CCR9 durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind der
prozentuale Anteil der positiven Zellen als Mittelwert (MW) und die zugehtrige

Standardabweichung (SD), (n=3).
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Tabelle 4: Phanotyp der CD8 OT-l T-Zellen in IFABP-OVA und in B6-Wildtyp Mausen bei OVA-
Kolitis

OVA-Kolitis OVA-Kolitis Statistischer
OVA BSA IFABP-OVA Vergleich
OVA OVA
MW SD MW SD MW SD VS. VS.
BSA IFABP
Milz 352 9,5 11,7 5,6 68,9 10,8 HokK HokK
CDh62L° mLN 42,3 8,1 9,2 6,0 72,8 13,0 HokK HokK
CD44™" | cper 502 4,3 123 3,7 73,3 10,0 ok ok
IEL 73,2 6,8 - - 84,4 9,9 - HokK
Milz 22,0 7,0 59 1,9 53,7 9,9 HokK HokK
Integrin  mLN 22,4 45 8,5 0,6 39,4 10,2 HokK HokK
o4B7 Leber 18,6 3,7 6,2 0,6 45,0 10,4 Hok HokK
|EL 245 12,4 - - 33,1 14,9 - ns
Milz 72,4 10,1 24,2 10,7 60,1 7,1 HokK *
Integrin  mLN 60,6 8,8 14,8 59 39,6 15,0 HokK HokK
B1 Leber 76,8 8,9 10,8 4,6 55,1 9,2 HokK HokK
IEL 60,5 13,2 - - 449 19,0 - *
Milz 74,1 11,0 26,9 11,7 78,6 9,2 HokK ns
mLN 74,7 9,1 23,4 4.8 73,1 31,4 HokK ns
CXCR3
Leber 68,7 11,9 29,5 10,0 83,6 11,2 HokK ns
|EL 79,6 17,5 - - 79,0 24,9 - ns
Milz 46,2 18,8 67,3 18,0 71,9 11,0 * ok
mLN 47,4 8,4 71,7 11,2 76,8 14,4 *k KAk
CCR9
Leber 16,4 7,1 63,5 18,7 56,0 12,9 HokK HokK
|EL 60,5 9,0 - - 95,3 34 - ok
Milz 11,5 7,0 8,1 4,2 19,1 12,1 ns ns
mLN 8,8 2,0 74 1,9 20,3 15,1 ns ns
CCR5
Leber 3,8 0,8 38 14 15,8 7,2 ns *k
|EL 42,0 33,7 - - 81,9 14,55 - ns
Milz 51,8 11,6 12,7 7,4 52,7 14,0 HokK ns
IFN-y mLN 41,1 10,2 147 11,4 45,8 16,9 HokK ns
Leber 48,3 8,0 9,9 52 49,6 9,9 ns ns

Wildtyp-B6 Mause wurden rektal mit Ethanol, gefolgt von OVA oder BSA behandelt und
gleichzeitig wurden naive OT-| T-Zellen 7v. transferiert, oder naive OT-l T-Zellen wurden 7v. in
IFABP-OVA Mause transferiert. Lymphozyten wurden am Tag 4 aus Milz, mLN, Leber und IEL
isoliert und durchflusszytometrisch analysiert. Der prozentuale Anteil der fiir das jeweilige
Oberflachenmolekiil positiven bzw. nach Restimulation mit OVAo2s7-264 IFN-y positiven Zellen
bezogen auf CD90.1" OT-I T-Zellen ist als Mittelwert (MW) mit Standardabweichung (SD) dar-
gestellt, zusammengefasst aus zwei Experimenten (n=6-8). Die Gruppen wurden mittels
zweifachem ANOVA mit Bonferroni post-hoc Test miteinander verglichen (*** p<0,001; **
p<0,01; * p<0,05; ns, nicht signifikant p>0,05, - nicht bestimmt).
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Abb. 22: OVA-Kolitis Behandlung durch anti-Integrin o4

Wildtyp-B6 Mausen wurde einen Tag bevor und an den Tagen 1 / 3 nachdem eine OVA-Kolitis
ausgelost wurde ein anti-Integrin o4 Antikorper (PS/2) oder die gleiche Menge eines Isotyp-
Antikorpers  (Iso) /p. appliziert. (A) Der Anteil CD90.1" OT-l Zellen bezogen auf
Gesamtlymphozyten (FSC/SSC) wurde durchflusszytometrisch am Tag 2 bestimmt (n=8). (B) Am
Tag 4 wurde das Kolon endoskopisch untersucht und Verdnderungen hinsichtlich Granularitat,
Vaskularisierung, Lichtdurchlassigkeit der Darmwand, Fibrinablagerungen und der Konsistenz des
Kotes bewertet, der mittlere Gesamtscore sowie die Semi-quantitative Analyse der Histopathologie
sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt (n=4). (C) Reprasentative Bilder der Immun-
histochemie fiir CD3 bzw. MPO von Kolonbiopsien, VergréBerung 100x (n=4), (D) Summe der
CD3" Zellen pro 10 Hauptgesichtsfelder (HPF, entspricht 0,237mm2) und der MPO" Zellen pro 10
HPF. Mittelwert + Standardabweichung (n = 4), Mann-Whitney-U-Test * p <0,05

IFABPxASBT + SmOVA

Abb. 23: Histologie des Diinndarms nach Salmonella-Infektion

IFABPXASBT-OVA Mause wurden mit Sa/monella (Sm) oder Salmonella-OVA (SmOVA) oral
infiziert und zwei Tage spater naive OT-| T-Zellen /.v. transferiert. Reprasentative Bilder der H/E-
Farbung und CD3 Immunhistochemie von medialen Diinndarmbiopsien von IFABPxASBT-OVA
und naiven Wildtyp-B6 Mausen am Tag 7 nach dem T-Zell-Transfer (n = 6); VergréBerung 100x.
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