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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Regulation von T-Zell-vermittelten Immunantworten ist ein essentieller Me-
chanismus, um die immunologische Homoéostase aufrechtzuerhalten und unse-
ren Korper vor der Entstehung von Autoimmunerkrankungen zu schutzen. Die
Multiple Sklerose (MS) ist eine Autoimmunerkrankung, bei der eine uner-
wulnschte Immunreaktion, ausgeldst durch autoreaktive T-Zellen, nicht ausrei-
chend reguliert wird. Ein Grund hierfur liegt in der verminderten Ansprechbarkeit
von T-Effektorzellen (Teff) auf die suppressiven Eigenschaften von regulatori-
schen T-Zellen (Treg), ein Prozess, der als Treg-Resistenz bezeichnet wird.
Diese Treg-Resistenz zeichnet sich durch eine beschleunigte IL-6-Produktion,
erhdhte IL-6-Rezeptor-Expression (IL-6R) und Hyperaktivierung der PKB/c-Akt in
Teff aus.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde zuerst der Einfluss einer Therapie mit
Dimethylfumarat (DMF) auf die Immunregulation von Teff im peripheren Blut von
MS-Patienten untersucht. Detaillierte in-vitro- und in-vivo-Analysen ergaben,
dass DMF die Ansprechbarkeit von Teff auf die Treg-vermittelte Suppression wie-
derherstellt. Die verbesserte Treg-Sensitivitat in Teff von therapierten MS-Pati-
enten Kkorrelierte mit einer Normalisierung der IL-6R-Expression und damit ver-
bundenen Anderungen in der IL-6-Signaltransduktion. Anhand dieser Untersu-
chungen wurde ein neuer, immunregulierender Mechanismus der DMF-Therapie
identifiziert. Der zweite Teil dieser Arbeit konzentrierte sich auf die Identifizierung
von Proteinen, die mit der Ausbildung einer Treg-Resistenz in MS-Patienten as-
soziiert sind. Molekularbiologische Untersuchungen zeigten auf, dass die Protei-
nexpression der Phosphatase PTEN und des Transkriptions-Koaktivators PGC-
1o in Teff von MS-Patienten signifikant verringert ist. Der gezielte Knockdown
von PTEN in T-Zellen von gesunden Spendern induzierte eine Treg-Resistenz,
die mit einer beschleunigten IL-6-Produktion und Hyperaktivierung der PKB/c-
Akt, vergleichbar zu Treg-resistenten Teff aus MS-Patienten, einherging. Neben
IL-6 und PKB/c-Akt scheint PTEN somit essentiell fur eine effiziente Immunregu-
lation von T-Zellen zu sein. Weitere Untersuchungen mussen die Rolle von

PGC-1a bei der Entstehung einer Treg-Resistenz in MS-Patienten klaren.
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Abstract

Efficient regulation of T cell-mediated immune responses is one fundamental
mechanism to maintain immunological homeostasis, and therefore to protect our
body from developing autoimmune diseases. In Multiple Sclerosis (MS) immuno-
regulatory mechanisms fail to control autoreactive T cells due to a reduced re-
sponsiveness of T effector cells (Teff) for the suppressive properties of regulatory
T cells (Treg), a process termed Treg resistance. This Treg resistance is strongly
associated with an accelerated IL-6 production, enhanced IL-6 receptor (IL-6R)
expression and hyperactivation of PKB/c-akt.

The focus of the first study was to investigate whether the novel disease-mod-
ifying therapy of MS with dimethyl fumarate (DMF) influences immune regulation
of Teff in the peripheral blood of patients. Detailed in vitro and in vivo analyses
revealed that DMF restores responsiveness of Teff to the suppressive function of
Treg presumably by downregulation of IL-6R expression and thus changing IL-6
signaling in T cells. On the basis of these investigations, a novel immunoregula-
tory mechanism of DMF therapy was identified.

The second study of this thesis focused on identifying proteins associated with
the development of Treg resistance in MS patients. It was found that the expres-
sion of phosphatase PTEN and transcriptional coactivator PGC-1a is significantly
reduced in Teff of MS patients. Specific knockdown of PTEN in T cells from
healthy = donors resulted in an  accelerated IL-6  production,
hyperactivation of PKB/c-akt and impaired responsiveness towards Treg-medi-
ated suppression, comparable to Treg-resistant Teff from MS patients. The ex-
periments showed that, in addition to IL-6 and PKB/c-akt, PTEN is essential for
an efficient immune regulation of T cells. Further experiments have to clarify the

role of PGC-1a in the development of Treg resistance.
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1 Einleitung

Das Immunsystem des Menschen dient als biologisches Abwehrsystem zur Be-
kampfung und Eliminierung von Krankheitserregern und Schadstoffen, die unse-
ren Korper infiltrieren. T-Zellen stellen hierbei eine wichtige Zellpopulation dar,
die effiziente Immunantworten auslésen und vermitteln kbnnen. Wenn ein Krank-
heitserreger in unseren Koérper eindringt, kdnnen antigenprasentierende Zellen
(APC) spezifische Antigene des Erregers an T-Zellen prasentieren, die dadurch
aktiviert werden und in spezialisierte T-Effektorzellen (Teff) differenzieren. Diese
Teff leiten im Anschluss eine spezifische, immunvermittelte Entzindungsreaktion
gegen den eingedrungenen Erreger ein. Regulatorische T-Zellen (Treg) sind eine
spezialisierte Subpopulation der T-Zellen. Sie nehmen aufgrund ihrer regulieren-
den Funktion eine essentielle Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz
ein (1). Aufgrund ihrer suppressiven Eigenschaften besteht eine ihrer Hauptauf-
gaben darin, T-Zell-vermittelte Immunantworten am Ende einer Immunreaktion
zu stoppen und so einen immunologischen Gleichgewichtszustand wiederherzu-
stellen. Des Weiteren spielen sie eine zentrale Rolle in der Unterdruckung von
autoaggressiven, T-Zell-vermittelten Immunreaktionen. So limitieren sie das Ri-
siko zur Entwicklung einer Autoimmunitat, indem sie taglich zahlreiche uner-
wulnschte Immunreaktionen von autoreaktiven T-Zellen auf kdrpereigene Struk-
turen supprimieren. Wenn sich jedoch T-Zellen der Immuntoleranz durch Treg
entziehen, kann es zur Entstehung einer entzindlichen Autoimmunerkrankung
kommen, bei der korpereigenes Gewebe angegriffen und beschadigt wird (2).
Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche, neurodegenerative
Autoimmunerkrankung des Zentralnervensystems (ZNS), die durch den Angriff
korpereigener, autoreaktiver Immunzellen auf die Myleinscheiden der Nervenfa-
sern verursacht wird (3). Die Myleinscheide ist eine lipidreiche Schicht, die die
Axone von Nervenzellen umhdallt. Aufgrund ihrer elektrisch-isolierenden Wirkung
ermoglicht sie eine schnelle Weiterleitung von Nervenimpulsen entlang der Ner-
venfasern (4). Wird diese isolierende Hulle in Folge einer autoaggressiven Im-
munreaktion zerstort, kdnnen elektrische Impulse nicht mehr richtig weitergeleitet
werden und es kommt zur Ausbildung von neurologischen Symptomen, die ab-

hangig von der jeweiligen Lokalisation des aktiven Entziindungsherdes im ZNS
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sind. So fuhren beispielsweise Entzindungen im Bereich des Sehnervs zu Seh-
stérungen. Entzindungsherde, die im Bereich des motorischen Systems liegen,
gehen mit L&hmungserscheinungen in den Extremitaten einher (5). Schlussend-
lich betrifft die MS-Erkrankung alle Strukturen des ZNS, was zu einem sehr brei-
ten Spektrum an klinischen Symptomen fuhrt und demnach enorme Auswirkun-
gen auf die Lebensflihrung und Lebensqualitat des Patienten hat.

Sowohl die klinische Symptomatik als auch die Verlaufsformen dieser Krank-
heit kbnnen sehr unterschiedlich sein, weshalb die MS als die ,Krankheit mit
1.000 Gesichtern“ bezeichnet wird (6). Der klinische Verlauf einer MS-Erkran-
kung lasst sich grob in vier verschiedene Verlaufsformen einteilen (Abbildung 1).
Hierbei stellt die schubférmig remittierende Form der MS (engl.: relapsing-remit-
ting multiple sclerosis, RRMS) mit 80-90 % der Patienten die haufigste Verlaufs-
form dar (7). Sie zeichnet sich durch Phasen der klinischen Verschlechterung,
Remission und Stabilitat aus. Die RRMS kann im weiteren Verlauf der Erkran-
kung in eine sekundar progrediente Verlaufsform (engl.: secondary progressive
multiple sclerosis, SPMS) mit schleichender Krankheitsprogression, d.h. kontinu-
ierlicher Zunahme der klinischen Behinderung, Ubergehen. Die primar progre-
diente MS (engl.: primary progressive multiple sclerosis, PPMS) ist mit ca. 10 %
die seltenste Verlaufsform der MS. Im Gegensatz zur RRMS und SPMS ist die
PPMS von Beginn an durch einen stetig fortschreitenden Krankheitsverlauf ge-
kennzeichnet, der in einzelnen Fallen durch aufgesetzte Schibe unterbrochen

wird.

RRMS: schubférmig remittierend SPMS: sekundér progredient PPMS: primér progredient PPMS: mit aufgesetzten Schiiben

UL g
ju~ - |

Abbildung 1: Die verschiedenen Verlaufsformen der Multiplen Sklerose (7).
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Die MS ist eine Autoimmunerkrankung, die vorwiegend junge Erwachsene,
darunter hauptsachlich Frauen, befallt (8). Trotz einer Vielzahl an Forschungsar-
beiten in den letzten Jahrzehnten ist die Ursache, die letztendlich zur Entgleisung
des Immunsystems und Ausbildung dieser Erkrankung fuhrt, noch nicht vollstan-
dig geklart. Die bisherigen Ergebnisse deuten auf eine multifaktorielle Krankheits-
entstehung hin. Man nimmt an, dass exogene Faktoren wie Umwelteinflusse, Ur-
banisierung und verbesserte Hygienebedingungen, aber auch eine genetische
Pradisposition, die Entstehung dieser Autoimmunerkrankung triggern (9, 10). In
retrospektiven Analysen wurden bereits einige Umweltfaktoren im Kontext der
MS untersucht. Es existieren Hypothesen, die beispielsweise einen Zusammen-
hang zwischen dem Auftreten eines Vitamin-D3-Mangels und einem erhohten
Risiko an MS zu erkranken, beschreiben (11, 12). Des Weiteren wird eine Korre-
lation zwischen der Pragung unseres Immunsystems im Kindesalter und einer
dadurch reduzierten Anfalligkeit fur MS vermutet. Demnach kdnnen Auseinan-
dersetzungen mit unterschiedlichen Krankheitserregern in der Kindheit das Ri-
siko fur Autoimmunerkrankungen deutlich vermindern. Auch das Zusammenle-
ben mit Geschwistern oder Spielen mit Altersgenossen im Kindesalter minimiert
das Risiko fur MS signifikant, da sich Kinder im jungen Alter vermehrt gegenseitig
mit Infektionskrankheiten anstecken und so das Immunsystem gepragt wird (13).
Ein weiterer Risikofaktor mit starker Assoziation zu MS stellt die Infektion mit dem
Epstein-Barr-Virus (EBV) dar (14, 15). Epidemiologische Studien zeigten bereits,
dass bei Kindern mit MS vermehrt auch eine Immunreaktion gegen EBV nachge-
wiesen werden kann (16). Wie jedoch die EBV-Infektion zur Pathogenese der MS
beitragen konnte, wird aktuell noch diskutiert. Eine mogliche Erklarung besteht
darin, dass die pathogenen EBV-Antigene eine strukturelle Ahnlichkeit zu Pro-
teinbestandteilen des Myelins aufweisen und uber strukturell ahnliche HLA-Mo-
lektle von APC prasentiert werden. So kdnnte ein T-Zell-Rezeptor (TZR) eines
MS-Patienten sowohl mit einem Uber HLA prasentierten Myelinpeptid als auch
mit einem Uber HLA prasentierten EBV-Peptid kreuzreagieren (17).

Die Pathogenese der MS wird nicht nur durch einen ursachlichen Faktor be-
stimmt. Es ist vielmehr eine Kombination aus verschiedenen Einflissen, die letzt-
endlich eine Fehlsteuerung des Immunsystems induzieren und zu schwerwie-
genden, neurologischen Stérungen fihren. Um die Pathogenese der MS und die

beteiligten Zellpopulationen naher analysieren zu kdnnen, wurden in den letzten



1 Einleitung 15

Jahrzehnten sowohl zahlreiche Untersuchungen im MS-Patienten selbst als auch
in etablierten Tiermodellen durchgefuhrt. Die experimentelle autoimmune Enze-
phalomyelitis (EAE) ist hierbei das am haufigsten verwendete Tiermodell zur Un-
tersuchung der MS in vivo. Die EAE ahnelt der MS in den wichtigsten pathologi-
schen Merkmalen. Wie bei der MS kommt es auch bei der EAE zu einer chroni-
schen, immunvermittelten Entzindung, die mit einer Demyelinisierung, d.h. einer
Zerstorung der Myelinscheide, und einem Verlust an Nervenzellen (Neurodege-
neration) einhergeht (18). Die Erkenntnisse aus den umfangreichen Untersu-
chungen im Tiermodell und im Patienten selbst lieferten wichtige Hinweise da-
rauf, welche Immunzellen wesentlich an der Entstehung der MS beteiligt sind.

B-Zellen spielen sowohl als Vorlaufer von Antikdrper-produzierenden Plasma-
zellen als auch als APC fur die Aktivierung von T-Zellen eine wichtige Rolle bei
der Pathogenese der MS (19). Die autoreaktiven Antikorper, die von differenzier-
ten Plasmazellen abgesondert werden, tragen moglicherweise zur Demyelinisie-
rung im entzindeten ZNS bei (20, 21). Neben der Differenzierung in Antikorper-
produzierende Plasmazellen kdnnen B-Zellen als APC die Aktivierung von in-
flammatorischen TH1- und TH17-Zellen einleiten und somit zur Entwicklung und
zum Fortschreiten der ZNS-Autoimmunerkrankung beitragen (22, 23). Daruber
hinaus produzieren B-Zellen erhebliche Mengen an IL-6, was fur die Entwicklung
pathogener TH17-Zellen entscheidend ist (24). Studien von Barr et al. zeigten,
dass B-Zellen aus MS-Patienten eine deutlich erhdhte IL-6-Produktion im Ver-
gleich zu gesunden Spendern aufweisen und daher einen entscheidenden Pa-
thogenitatsfaktor darstellen (25). Basierend auf diesen Befunden hat sich in den
letzten Jahrzehnten ein erhebliches Interesse an B-Zell-adressierenden Thera-
piestrategien zur Behandlung der MS entwickelt. In klinischen Studien von Hau-
ser et al. mit dem B-Zell-depletierenden Antikorper Rituximab konnten bereits
erste Erfolge bei Patienten mit RRMS erzielt werden (26).

T-Zellen stellen eine weitere Zellpopulation dar, die eine zentrale Rolle in der
Pathogenese von MS spielt. Die MS ist als Autoimmunerkrankung durch das Vor-
handensein autoreaktiver, Myelin-spezifischer T-Zellen gekennzeichnet. Diese
werden vermutlich durch APC, die korpereigene, ZNS-spezifische Antigene pra-
sentieren, in zervikalen Lymphknoten aktiviert und differenzieren in pathogene,
autoaggressive CD4* TH1- und TH17-Zellen. Den TH17-Zellen wird hierbei eine
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Schlusselrolle in der Pathogenese der MS zugewiesen (27). Diese T-Zellen se-
zernieren die pro-inflammatorischen Zytokine IL-17 und IL-6 und werden durch
IL-23 reguliert (28). In Studien zeigte sich bereits, dass das Vorhandensein von
IL-17-produzierenden CD4* T-Zellen notwendig ist, um eine EAE in den Mausen
induzieren zu kénnen (29). Ahnliche Beobachtungen wurden im MS-Patienten
bestatigt: In aktiven Lasionen konnte eine erhdhte Anzahl IL-17-produzierender
CD4" T-Zellen nachgewiesen werden (30).

Die differenzierten, autoreaktiven T-Zellen gelangen uber die Blut-Hirn-
Schranke ins ZNS und initiieren dort eine inflammatorische Immunreaktion gegen
die Myleinscheide der Nervenfasern. Der Transport der pathogenen T-Zellen
uber die Blut-Hirn-Schranke in die Zerebrospinalflissigkeit (engl.: cerebrospinal
fluid, CSF) wird Uber Wechselwirkungen zwischen Chemokinen und ihren jewei-
ligen Chemokinrezeptoren ermdglicht. Chemokine sind chemotaktische Signal-
proteine, die bei Zellen eine Wanderungsbewegung einleiten (31). Im Kontext der
MS ist der C-C-Chemokinrezeptor Typ 6 (CCR6) von groRer Bedeutung. CCR6
wird auf der Oberflache von TH17-Zellen exprimiert und interagiert mit dem C-C-
Chemokinligand 20 (CCL20), welcher von Endothelzellen sezerniert wird (32).
Sowohl im peripheren Blut als auch in der CSF von MS-Patienten liegen erhdhte
Frequenzen an IL-17-produzierenden CCR6*CD4* T-Zellen vor (33). Durch die
Ausschuttung der inflammatorischen Zytokine IL-17 und IL-22 kénnen TH17-Zel-
len zudem die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke erhdhen. Das sezernierte IL-
17 induziert eine oxidative Stressreaktion in Endothelzellen, was letztendlich zu
einer Reduktion von Tight Junctions fuhrt (34). Aufgrund des entzindlichen Mili-
eus in der CSF und in den perivaskularen Raumen werden weitere inflammatori-
sche Immunzellen, wie beispielsweise naturliche Killerzellen und andere Zellen
des angeborenen Immunsystems, in das ZNS rekrutiert und verstarken dort die
Beschadigung und Zerstérung von Nervenfasern (35). Die massive Schadigung
des ZNS in MS-Patienten ist demnach auf eine komplexe Interaktion zwischen
verschiedenen, inflammatorischen Zellpopulationen zurtickzufihren.

Die MS ist eine Autoimmunerkrankung, bei der eine unerwunschte T-Zell-ver-
mittelte Immunreaktion nicht ausreichend kontrolliert wird. In den letzten Jahren
haben sich vermehrt Hinweise auf mdgliche Defekte in Immuntoleranzmechanis-

men ergeben, die zur Pathogenese der Autoimmunerkrankung beitragen. Neue
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Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die Funktion von Treg in MS-Patienten be-
eintrachtigt ist. In Studien von Viglietta et al. wurde die Funktion von isolierten
Treg aus dem peripheren Blut von RRMS-Patienten und gesunden Spendern
vergleichend untersucht (36). Hierbei zeigte sich, dass zwar die Frequenz an pe-
ripheren CD4*CD25"9" Treg in MS-Patienten und gesunden Spendern vergleich-
bar ist, jedoch Treg aus MS-Patienten eine deutliche Stérung in der Suppression
der Proliferation und Aktivierung von T-Zellen aufweisen. Diese Beobachtungen
wurden in  weiteren Studien von Fletcher et al. mit isolierten
CD4*CD25*CD127"°"FoxP3*CD39* Treg aus MS-Patienten bestatigt (37). Auf-
grund der postulierten Dysfunktion von Treg in MS-Patienten kann die Aktivie-
rung und Proliferation von autoreaktiven, Myelin-spezifischen T-Zellen nicht effi-
zient genug unterdruckt werden. Die funktionelle Stérung der Treg kann somit
wesentlich zur Pathogenese der MS beitragen (38).

Die erfolgreiche Suppression der T-Zell-Aktivierung hangt nicht nur von einer
effizienten Treg-Funktion ab, sondern auch von der Empfanglichkeit der T-Zellen
fur die Treg-vermittelten Suppressionsmechanismen. T-Zellen sind entscheidend
fur die Auslosung und Vermittlung von Immunantworten, beispielsweise als
Schutz gegen einen Erreger im Kontext einer Infektionskrankheit, aber auch bei
unerwunschten Reaktionen auf Selbstantigene im Zusammenhang mit Autoim-
munerkrankungen. T-Zell-vermittelte Immunantworten werden im Allgemeinen
durch Treg-basierte Regulationsmechanismen kontrolliert (39). Abhangig von der
immunologischen Umgebung kommt es entweder zur Suppression oder Aktivie-
rung der T-Zellen durch Treg. Unter physiologischen Bedingungen sind T-Zellen
in der Lage, sich der Treg-vermittelten Kontrolle voribergehend zu entziehen, um
eine Schutzreaktion gegen einen infektidsen Erreger einzuleiten. In den letzten
Jahren haben sich jedoch vermehrt Hinweise angesammelt, die aufzeigen, dass
T-Zellen auch unter nicht-physiologischen Bedingungen die Treg-vermittelte
Suppression uberwinden und somit wesentlich zur Pathogenese von Autoimmun-
erkrankungen beitragen kénnen (40). Dieser Mechanismus wird allgemein als
Treg-Resistenz bezeichnet und wurde bereits in unterschiedlichen Autoimmun-
erkrankungen beobachtet (41, 42). In Studien von Trinschek et al. und Schneider
et al. konnte 2013 erstmalig eine Treg-Resistenz in T-Zellen von RRMS-Patien-

ten nachgewiesen werden (43, 44). Demnach sind isolierte CD4*CD25" T-Zellen
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aus dem peripheren Blut von RRMS-Patienten durch eine reduzierte Sensitivitat
fur die Treg-vermittelte Suppression gekennzeichnet.

Die Induktion einer Treg-Resistenz in T-Zellen ist auf den Einfluss verschiede-
ner extrazellularer und intrazellularer Molekile zurickzuflhren (40). Charakteris-
tisch fur eine Vielzahl an Autoimmunerkrankungen ist eine Uberproduktion an
pro-inflammatorischen Zytokinen. IL-6 ist das prominenteste Zytokin, was eine
Resistenz in T-Zellen gegen die Treg-vermittelte Suppression auslosen kann.
Studien bestatigten bereits, dass erhohte IL-6-Spiegel eine pathologische Rolle
bei MS spielen (45). Isolierte T-Zellen aus dem peripheren Blut von RRMS-Pati-
enten weisen eine beschleunigte IL-6-Produktion auf, die mit einer verminderten
Supprimierbarkeit der T-Zellen korreliert (43). Zudem exprimieren Treg-resistente
T-Zellen aus MS-Patienten eine erhdhte Menge des IL-6-Rezeptors (IL-6R). Die
direkte Blockades des IL-6R durch einen anti-IL-6R-Antikorper fuhrt zur Aufhe-
bung der Treg-Resistenz in T-Zellen (43). Diese Erkenntnisse unterstreichen die
Bedeutung von IL-6 und dessen Signalweg in der Induktion einer Treg-Resistenz.
Isolierte T-Zellen aus dem ZNS von EAE-Mausen produzieren ebenfalls hohe
Mengen an IL-6 und sind zudem durch eine verminderte Empfindlichkeit fur die
Treg-vermittelte Suppression gekennzeichnet (46). Die Bindung von IL-6 an sei-
nen Rezeptor fuhrt zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 (engl.:
signal transducer and activator of transcription 3). In T-Zellen aus dem peripheren
Blut von RRMS-Patienten konnten erhéhte Spiegel an phosphorylierten STAT3-
Molekulen nachgewiesen werden, die mit dem Schweregrad der Erkrankung und
einer verschlechterten Supprimierbarkeit von T-Zellen korrelierten (44, 47). Der
gezielte Einsatz von STAT3-Inhibitoren stellte die Empfindlichkeit der T-Zellen flr
die Treg-vermittelte Suppression wieder her. Somit scheint die IL-6-vermittelte
Phosphorylierung von STAT3 einen weiteren bedeutenden Faktor in der Induk-
tion einer Treg-Resistenz darzustellen.

Die IL-6-STAT3-SignalUbertragung leitet die Aktivierung einer zentralen Pro-
teinkinase in den Zellen ein. Die Proteinkinase B (PKB/c-Akt) ist ein Schlissel-
enzym in der Regulation wichtiger zellularer Prozesse, wie z.B. Zellproliferation,
Zellmetabolismus, Zelluberleben und Zytokinproduktion (48). Viele Autoimmun-
erkrankungen sind mit einer Hyperaktivierung der PKB/c-Akt assoziiert. Zudem
wird der PKB/c-Akt eine entscheidende Rolle in der Induktion einer Treg-Resis-

tenz zugeteilt. In einigen Studien konnte festgestellt werden, dass der gezielte
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Knockout von Molekulen, die die PKB/c-Akt-Aktivierung negativ regulieren, zu
einer deutlich verminderten Empfindlichkeit der T-Zellen fur die Treg-vermittelte
Suppression fuhrt (49, 50). Auch in T-Zellen von RRMS-Patienten liegt eine Hy-
peraktivierung der PKB/c-Akt. Die verstarkte Aktivierung der PKB/c-Akt korreliert
hierbei mit der Treg-Resistenz der T-Zellen. Dieser Zusammenhang wurde durch
in-vitro-Untersuchungen mit spezifischen PKB/c-Akt-Inhibitoren belegt: Die Inku-
bation von T-Zellen aus MS-Patienten mit Akt-Inhibitor VIII kann die Treg-Resis-
tenz aufheben und fUhrt demnach zu einer Wiederherstellung der Empfanglich-
keit fUr die Treg-vermittelte Suppression (43, 44). Die Faktoren, die nach dem
bisherigen Stand der Forschung mit der Ausbildung einer Treg-Resistenz in T-
Zellen von RRMS-Patienten in Verbindung gebracht werden kdnnen, sind in Ab-

bildung 2 zusammengefasst.
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Abbildung 2: Die Treg-Resistenz in T-Zellen von RRMS-Patienten.

T-Zellen aus dem peripheren Blut von RRMS-Patienten weisen eine beschleunigte IL-6-Produk-
tion, erhéhte IL-6R-Expression und gesteigerte Phosphorylierung von STAT3 auf. Diese ver-
stérkte IL-6-STAT3-Signaliibertragung fiihrt zu einer Hyperaktivierung von PKB/c-Akt. Das Zu-
sammenspiel all dieser Faktoren resultiert in einer verminderten Empfénglichkeit der T-Zellen fiir
die Treg-vermittelte Suppression, ein Phdnomen, das als Treg-Resistenz bezeichnet wird.
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Zusammenfassend lasst sich vermuten, dass die beschriebene Dysfunktion
von Treg und die vorhandene Treg-Resistenz von T-Zellen aus dem peripheren
Blut von RRMS-Patienten zwei entscheidende Mechanismen darstellen, die letzt-
endlich zur Ausbildung der MS flihren kénnen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurde die Thematik der Treg-Resistenz naher untersucht und weitere Schlussel-
molekule identifiziert, die mit der Entstehung einer Treg-Resistenz in Verbindung

gebracht werden kdnnen.
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2.1 Laborgerate

Produktname

Brutschrank HERAcell 240i

ChemiDoc™ XRS+ Imaging System

Depletionsmagnet DYNAL™ Dynamag™-15
Durchflusszytometer BD™ LSR ||
Durchflusszytometer BD Accuri™ C6
Flussigszintillationszahler 1205 Betaplate®

MACS® Zellseparator

Mikroskop Axiovert 135
Mikroskop SM-LUX fur Zellzahlungen
Mikroplattenphotometer Hidex Sense

Nanodrop 2000c

Nukleofektor™ 2b

NuPAGE® Bis-Tris-Gelelektrophorese Sys-

tem
Rotor-Gene® Q, RT-PCR Cycler
Sterile Werkbank HERAsafe®

XCell I™ Western Blot System

Hersteller/Lieferant

Thermo Fisher Scientific,

Darmstadt

Bio-Rad Laboratories, Feldkir-

chen

Fisher Scientific, Schwerte
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
LKB, Brommar, Schweden

Miltenyi Biotec, Bergisch Gla-
dbach

Carl Zeiss Microscopy, Jena
Leica Microsystems, Wetzlar
Hidex, Mainz

Thermo Fisher Scientific,

Darmstadt
Lonza, Verviers, Belgien

Life Technologies, Darmstadt

Qiagen, Hilden
Heraeus, Hanau

Life Technologies, Darmstadt
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Zentrifuge Biofuge Primo R

Zentrifuge Multifuge 3L-R

2.2 Verbrauchsmaterialien

Thermo Fisher Scientific,

Darmstadt

Heraeus, Hanau

Produktname

0,1 ml Reaktionsgefal® mit Deckel fur
gRT-PCR

1,5 ml Safe-Lock Reaktionsgefaf

15 ml RAhrchen

50 ml Réhrchen

6/24/96-Well Platte, Flachboden

96-Well Platte, Rundboden

FACS-Rohrchen, Polystyrol
Glasfaser-Filterpapier

MACS® LS Separationssaule

NUuPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel
Plastikbeutel fur Filterpapier
PVDF-Membran 0,45 pm

Zellsieb 70 ym

Hersteller/Lieferant

Qiagen, Hilden

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Kremsmiunster,

Osterreich

Greiner Bio-One, Kremsmlinster,

Osterreich

Corning Life Science, New York,
USA

Greiner Bio-One, Kremsmtinster,

Osterreich
Fisher Scientific, Schwerte
PerkinElmer, Rodgau

Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach

Life Technologies, Darmstadt
PerkinElmer, Rodgau
Life Technologies, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
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2.3 Medien, Puffer und Zusatze

2.3.1 Allgemeine Zellkultur

Produktname

Biocoll Separationsmedium

EDTA

Heparin, 25000 IE/5 ml

3H-Tdr

PBS

PBS/EDTA-L6sung

PBS/Heparin-Losung

RPMI 1640

Trypanblau

X-VIVO 15

Hersteller/Lieferant
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
LEO Pharma, Neu-Isenburg
PerkinElmer, Rodgau

Thermo Fisher Scientific,

Darmstadt
selbst hergestellt, siehe 2.3.5
selbst hergestellt, siehe 2.3.5

Thermo Fisher Scientific,

Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Lonza, Verviers, Belgien

2.3.2 Anreicherung und Depletion von Zellen

Produktname

Depletionsmedium

HSA, 20 %ig

MACS-Puffer

MEM

Hersteller/Lieferant

selbst hergestellt, siehe 2.3.5
CSL Behring, Marburg

selbst hergestellt, siehe 2.3.5

Thermo Fisher Scientific, Darm-
stadt
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2.3.3 Durchflusszytometrie
Produktname

ACK-Puffer

Cytofix™-Puffer
Cytofix/Cytoperm™ Puffer
FACS-Puffer

FoxP3 Staining Puffer

Phosflow™ Perm Puffer Il

Sandoglobulin®

Hersteller/Lieferant

selbst hergestellt, siehe 2.3.5
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
selbst hergestellt, siehe 2.3.5

Thermo Fisher Scientific, Darm-
stadt

BD Biosciences, Heidelberg

CSL Behring, Marburg

2.3.4 Gelelektrophorese und Western Blot

Produktname

Amersham ECL Prime Western Blot
Detection Reagent

BSA

Cell Extraction Buffer

Methanol, zur Analyse EMSURE®
NuPAGE® Antioxidant

NuPAGE® LDS Sample Buffer
NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer
NuPAGE® Sample Reducing Agent
NuPAGE® Transfer Buffer

PMSF

Hersteller/Lieferant

GE Healthcare, Freiburg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
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Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Restore™ Western Blot Stripping Buffer Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

TBST-Puffer selbst hergestellt, siehe 2.3.5

2.3.5 Selbsthergestellte Puffer

ACK-Puffer

0,15 M NH4ClI Merck, Darmstadt
1 mM KHCOs3 Merck, Darmstadt
0,5 mM EDTA

Depletionsmedium
MEM
2 % HSA

FACS-Puffer

1x PBS

0,5 % HSA

1 mM EDTA

10 pg/ml Sandoglobulin

MACS-Puffer
1x PBS

0,5 % HSA

3 mM EDTA

PBS/EDTA-L6sung
1x PBS
1 mM EDTA

PBS/Heparin-Lbésung
1x PBS
0,2 % Heparin

TBST-Puffer

20 mM Tris Merck, Darmstadt

150 mM NaCl

0,1 % (w/v) Tween-20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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2.4 Gebrauchsfertige Reagenzien und Kits

2.41 Anreicherung und Depletion von Zellen

Produktname

Anti-human CD4-Microbeads
CD4* T Cell Isolation Kit, human
Anti-human CD25-Microbeads
Anti-human CD3-Dynabeads
Anti-human CD8-Dynabeads
Anti-human CD14-Dynabeads
Anti-human CD19-Dynabeads

Anti-human CD25-Dynabeads

2.4.2 Durchflusszytometrie

Produktname

CBA Human Soluble Protein Master
Buffer Kit

CBA Human IFN-y Flex Set
CBA Human TNF-a Flex Set
CBA Human IL-6 Flex Set

FoxP3/Transcription Factor Staining
Buffer Set

Hersteller/Lieferant

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Hersteller/Lieferant

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
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2.4.3 Molekularbiologische Analysen
Produktname
AllStars Negative Control siRNA
Human T cell Nucleofector Kit
AllStars Negative Control siRNA
pegGold Micro RNA Kit
iScript™ cDNA Synthesis Kit

PTEN QuantiTect Primer Assay
(Hs_PTEN_1_SG)

EEF1A QuantiTect Primer Assay
(Hs_EEF1A1_2_SG)

IL-6 QuantiTect Primer Assay
(Hs_IL6_1_SG)

QuantiTect SYBR® Green PCR Kit

Micro BCA™ Protein Assay Kit

Hersteller/Lieferant

Qiagen, Hilden

Lonza, Verviers, Belgien

Qiagen, Hilden

VWR, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

2.5 Antikorper und weitere Proteine

2.5.1 Antikorper fiir Durchflusszytometrie

Produktname Klon
Anti-human CD3 FITC, UCHT1
PE, APC

Anti-human CD4 PE- RPA-T4
Anti-human CD4 PE- M-T466

Vio770

Hersteller/Lieferant

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
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Anti-human CD8 APC

Anti-human CD8
PerCP-Cy5.5

Anti-human CD14 FITC,
APC

Anti-human CD19 FITC,
PE

Anti-human CD25 Vio-
Bright-FITC

Anti-human CD45 APC
Anti-human FoxP3 PE
Anti-human IL-6R APC

Anti-human IFN-y PE-
Cy7

Anti-Akt (pS473) PE

Anti-Ki-67 APC

RPA-T8

SK1

MS5E2

HIB19

4E3

HI30

259D

REA291

B27

M89-61

REA183

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

BD Biosciences, Heidelberg
Biolegend, San Diego, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

2.5.2 Antikorper und weitere Proteine fur T-Zell-Stimulation

Produktname
Anti-human CD3
Anti-human CD28

B.63521_D11gp120mutC

Rekombinantes IL-6, hu-

man

Klon

OKT-3

CD28.2

Produziert
in CHO
DG44

Hersteller/Lieferant
Bio X Cell, West Lebanon, USA
BD Biosciences, Heidelberg

Duke Human Vaccine Institute,
Durham, USA

CellGenix, Freiburg
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2.5.3 Antikorper fur Western-Blot

Produktname Klon Hersteller/Lieferant

Mouse anti-phospho- 11E6 Nanotools, Teningen

PKB/Akt (S473)

Rabbit anti-Akt (pan) C67E7 Cell Signaling Technology, Frankfurt
Rabbit anti-p-Aktin 13E5 Cell Signaling Technology, Frankfurt

Rabbit anti-PGC-1a polyklonal Novus Biologicals, Centennial, USA
Rabbit anti-PTEN, 138G6 Cell Signaling Technology, Frankfurt
Anti-rabbit IgG (HRP) polyklonal Cell Signaling Technology, Frankfurt

Anti-mouse IgG polyklonal Abcam, Cambridge, Vereinigtes Ko-
(HRP) nigreich
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3 Methoden

3.1 MS-Patienten und gesunde Spender

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde das Blut von insgesamt 52 unbehan-
delten Patienten mit einer schubférmig remittierenden MS (engl.: relapsing-remit-
ting multiple sclerosis, RRMS) im Alter von 18-64 Jahren, 6 Patienten mit einem
klinisch isolierten Syndrom (engl.: clinically isolated syndrome, CIS) sowie 25
RRMS-Patienten nach Tecfidera-Therapie (Alter 19-54 Jahre) analysiert (Tabelle
1). Alle Patienten wurden nach den ethischen Richtlinien der Deklaration von Hel-
sinki und der zustandigen Ethikkommission (Landesarztekammer Rheinland-
Pfalz Nr. 837.019.10 (7028), genehmigt am 4. Marz 2010) aufgeklart. Vor der
Studienteilnahme gaben allen Patienten eine schriftliche Einverstandniserkla-
rung ab. Die Blutentnahme erfolgte im Rahmen der Routinediagnostik. Unbehan-
delte MS-Patienten erhielten mindestens 6 Monate vor Blutenthahme keine Be-
handlung mit Kortison oder alternativen Kortikosteroiden. 3 Probanden waren
zum Zeitpunkt der Blutentnahme therapienaiv (Erstdiagnose MS). PBMC von
freiwilligen gesunden Spendern wurden bei den jeweiligen Analysen als Kontrolle
mitgefuhrt. Alle PBMC wurden innerhalb von 12 Stunden nach Blutentnahme mit-

tels Dichtegradientenzentrifugation isoliert.

Tabelle 1: Klinische Merkmale der MS-Patienten.

Geschlecht Alter Verlauf Dauer in EDSS Stadium Behandlung
Jahren
F 64 RRMS 0.2 2.0 Schub 1%}
F 56 RRMS 6.8 20 Remission 1]
F 52 RRMS 1.3 1.5 Remission @
F 41 RRMS 0.6 3.0 Remission d
F 28 RRMS 46 3.0 Schub 4]
F 64 RRMS 3.0 3.0 Remission ]
F 19 RRMS 9.2 1.0 Schub 1]

F 42 CIS 1.2 20 Remission 1]




3

Methoden

31

22

24

49

42

34

41

51

38

56

52

49

45

20

18

25

31

28

21

55

37

36

30

52

34

40

68

29

RRMS
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CIS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

RRMS

CIS

RRMS

RRMS

5.0

0.3

1.1

1.3

6.1

0.5

5.3

13.2

15.2

25

5.5

12.5

0.1

22

0.0

8.4

0.1

0.0

2.7

0.8

0.1

4.6

9.4

10.2

2.1

23.7

0.0

1.0

1.0

2.0

2.0

1.0

1.0

3.5

1.0

3.0

1.0

1.0

20

0.0

20

2.0

7.5

1.5

20

3.0

0.0

2.0

1.0

1.0

1.0

20

20

0.0
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Remission

Remission

Remission

Remission

Remission

Schub

Schub

Remission

Remission

Remission

Remission
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Schub

Remission

Schub

Schub
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58 RRMS 04 1.0 Remission J
23 RRMS 0.7 20 Remission ]
41 RRMS 9.0 2.0 Schub %]
45 RRMS 241 3.0 Remission J
35 RRMS 18.2 1.0 Remission J
45 RRMS 15.3 1.0 Remission d
46 RRMS 5.4 1.0 Schub %]
50 RRMS 0.3 2.0 Schub 1}
30 RRMS 0.2 0.0 Remission %]
24 RRMS 1.3 0.0 Remission d
25 RRMS 0.2 1.0 Schub %]
30 CIS 11.0 0.0 RRMS 1]
39 RRMS 0.2 0.0 Schub %]
35 CIS 0.1 1.0 Schub 1]
27 RRMS 1.5 6.0 Schub %]
54 RRMS 2.0 2.0 Schub 1}
36 RRMS 0.1 2.0 Schub %]
25 RRMS 0.2 1.0 Schub 1}
56 RRMS 18.1 5.0 Schub 1]
29 RRMS 11.1 0.5 Schub 14}
27 RRMS 0.1 1.5 Schub %]
23 RRMS 0.3 1.0 Schub 1}
43 RRMS 0.6 2.0 Schub %]
46 RRMS 22.9 5.0 Remission Tecfidera®
46 RRMS 28 1.0 Remission Tecfidera®
33 RRMS 3.7 4.5 Remission Tecfidera®
43 RRMS 21.9 25 Remission Tecfidera®
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F 42 RRMS 3.1 0.0 Remission Tecfidera®
F 51 RRMS 14.0 1.0 Remission Tecfidera®
F 31 RRMS 4.4 4.0 Remission Tecfidera®
F 54 RRMS 25 1.0 Remission Tecfidera®
F 52 RRMS 20.1 20 Remission Tecfidera®
F 26 RRMS 111 20 Remission Tecfidera®
F 22 RRMS 3.7 0.0 Remission Tecfidera®
F 30 RRMS 1.6 0.0 Remission Tecfidera®
F 36 RRMS 3.3 1.0 Remission Tecfidera®
F 20 RRMS 1.7 0.0 Remission Tecfidera®
F 36 RRMS 11.4 3.0 Remission Tecfidera®
M 29 RRMS 7.9 0.0 Remission Tecfidera®
M 30 RRMS 0.7 1.0 Schub Tecfidera®
M 33 RRMS 5.7 0.0 Remission Tecfidera®
M 23 RRMS 0.8 20 Remission Tecfidera®
M 19 RRMS 1.6 0.0 Remission Tecfidera®
M 26 RRMS 24 0.0 Remission Tecfidera®
M 32 RRMS 8.3 1.0 Schub Tecfidera®
M 26 RRMS 3.1 3.0 Remission Tecfidera®
M 38 RRMS 6.2 1.0 Remission Tecfidera®
M 50 RRMS 18.4 6.0 Remission Tecfidera®

Die Tabelle fasst die klinischen Merkmale aller MS-Patienten zusammen, die zwischen 2016 und
2019 im Rahmen dieser Promotionsarbeit untersucht wurden. Insgesamt wurden PBMC von 52
unbehandelte RRMS-Patienten (Alter 18-64 Jahre), 6 Patienten mit einem klinisch isolierten Syn-
drom (CIS) sowie 25 RRMS-Patienten nach Tecfidera-Therapie (Alter 19-54 Jahre) in dieser Stu-
die verwendet. Unbehandelte MS-Patienten erhielten mindestens 6 Monate vor Blutentnahme
keine Behandlung mit Kortison oder alternativen Kortikosteroiden. 3 Probanden waren zum Zeit-

punkt der Blutentnahme therapienaiv (Erstdiagnose MS).



3 Methoden 34

3.2 Zellkulturtechniken

3.2.1 Kulturmedien und Kulturbedingungen

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank durchgefuhrt. Die ver-
wendeten Zellkulturmedien wurden steril von den entsprechenden Firmen bezo-
gen. Selbsthergestellte Medien und Puffer wurden vor Gebrauch sterilfiltriert
(0,2 uym). Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO2-Gehalt in gesattigter Wasserdampfatmosphare. Als Standardmedium zur
Kultivierung humaner PBMC und isolierter Zellpopulationen wurde
X-VIVO 15 verwendet.

3.2.2 Gewinnung humaner PBMC aus Buffy-Coats oder Vollblut mittels
Dichtegradientenzentrifugation

Periphere mononukleare Zellen (engl.: peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aus Buffy-Coats oder he-
parinisiertem Vollblut gewonnen. Samtliche Buffy-Coats wurden von der Blut-
transfusionszentrale der Universitatsmedizin Mainz bezogen. Zur Gewinnung der
PBMC wurde in einem ersten Schritt der Buffy-Coat (ca. 80 ml) mit einer PBS/He-
parin-Lésung auf ein Volumen von 120 ml aufgefullt. Anschlieliend wurden in vier
50 ml Réhrchen je 15 ml des Separationsmediums Biocoll vorgelegt und vorsich-
tig mit je 30 ml der Zellsuspension uberschichtet. Zur Gewinnung der PBMC aus
heparinisiertem Vollblut wurde der gesamte Spritzeninhalt (ca. 20 ml) unverdinnt
auf 15 ml Biocoll geschichtet. Biocoll ist eine isotonische Lésung mit einer mittle-
ren Dichte von 1,077 g/ml. Es ermdglicht die Auftrennung der PBMC in plasma-
tische und zellulare Bestandteile entsprechend ihrer spezifischen Dichte. Eryth-
rozyten und Granulozyten besitzen eine héhere Dichte als das Separationsme-
dium, wahrend mononukleare Zellen wie Lymphozyten oder Monozyten eine ge-
ringere Dichte aufweisen. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation fiir 30 min
bei 800 x g (ohne Bremse) bei 21 °C. Hierbei wurde die Blutprobe in vier ver-
schiedene Phasen aufgetrennt: eine obere Phase bestehend aus Blutplasma,
eine Interphase mit PBMC, eine Biocoll-Phase und eine untere Phase mit Eryth-

rozyten, Granulozyten und Zellfragmenten (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Gewinnung humaner PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation.

Die Dichtegradientenzentrifugation erlaubt die Trennung der PBMC von plasmatischen Bestand-
teilen, Erythrozyten und Granulozyten. Nach erfolgreicher Zentrifugation erhélt man vier Phasen:
Die PBMC sammeln sich entsprechend ihrer spezifischen Dichte in der Interphase zwischen
Plasma und Biocoll an. Das Zellsediment bilden Erythrozyten, Granulozyten und Zellfragmente.

Die Interphase wurde vorsichtig mit einer Glaspipette enthommen und in ein
neues 50 ml Rohrchen uberfuhrt. Die darin enthaltenen PBMC wurden anschlie-
Rend dreimal mit einer PBS/EDTA-L6sung gewaschen (350 x g, 6 min, 4 °C).
Nach der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand vollstandig abgenommen

und das Zellpellet vorsichtig in X-VIVO 15 resuspendiert.

3.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Ermittlung der Lebendzellzahl wurde der Vitalfarbstoff Trypanblau verwendet.
Abgestorbene und perforierten Zellen nehmen diesen Farbstoff auf und werden
dadurch dunkelblau gefarbt. Lebende Zellen nehmen diese Substanz nicht auf.
Die Zellzahl wurde nach Farbung mit einer 0,4 %igen Trypanblaulésung mithilfe
einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Sie besteht aus vier gro3en Aullenquad-
raten (rot gerahmt), die sich nochmals in 16 Einzelquadrate untergliedern (Abbil-
dung 4).
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Abbildung 4: Aufbau einer Neubauer-Zadhlkammer.

Die Neubauer-Zdhlkammer ist in vier grolSe AuBenquadrate (rot gerahmt) aufgeteilt, die sich
nochmals in 16 Einzelquadrate untergliedern. Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden die
Zellen in zwei AuBenquadraten gezéhilt, der Mittelwert gebildet und die Zellzahl mit der entspre-
chenden Formel berechnet.

FiUr die Bestimmung der Lebendzellzahl wurden die Zellen innerhalb von zwei
Aulenquadraten gezahlt. Tote Zellen konnten aufgrund einer Blaufarbung mit
dem Vitalitatsfarbstoff Trypanblau ausgeschlossen werden. Die Zellzahlen beider
Quadrate wurden addiert, der Mittelwert bestimmt und die Gesamtzellzahl mittels

folgender Formel berechnet:

Zellzahl = Mittelwert x Verdinnungsfaktor x Volumen (ml)x 10* (Kammerkonstante)

3.2.4 Isolierung von T-Zellpopulationen aus PBMC

Die in dieser Arbeit verwendeten T-Zellpopulationen wurden mittels magneti-
scher Zellseparation (engl.: magnetic activated cell sorting, MACS) aus frisch iso-
lierten PBMC angereichert. Das Prinzip dieser Methode beruht auf dem Einsatz
magnetischer Eisenoxidpartikel, die auf ihrer Oberflache mit einem Antikorper
modifiziert sind (Microbeads). Diese Microbeads konnen spezifisch an Oberfla-
chenmolekule binden, die von den jeweiligen Zelltypen exprimiert werden (,Mar-
kierung“). Das Zellgemisch, bestehend aus Microbead-markierten und unmar-
kierten Zellen, wird Uber eine Separationssaule gegeben, die von einem starken
Magnetfeld umgeben ist. Unmarkierte Zellen kdnnen diese Separationssaule un-
gehindert passieren (Durchlauf), wahrend markierte Zellen durch das starke
Magnetfeld in der Saule zuriickgehalten werden (Abbildung 5). Die zurtickgeblie-

benen Zellen kdnnen aulerhalb des Magnetfeldes herausgespult werden (Eluat).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der magnetischen Zellseparation.

Die Zellsuspension wird mit Antikérper-modifizierten paramagnetischen Eisenpartikeln (Micro-
beads) inkubiert. Die Microbeads binden spezifisch an Oberflachenmolekiile der Zielzelle (,Mar-
kierung®). Das Zellgemisch wird anschlieBend (iber eine Separationsséule gegeben, die von ei-
nem starken Magnetfeld umgeben ist. Markierte Zellen (rot) werden in der Séule zuriickgehalten,
unmarkierte Zellen (blau) kénnen die Sdule ungehindert passieren.

3.241 Isolierung von CD4*CD25* regulatorischen T-Zellen

Die Positivanreicherung regulatorischer T-Zellen (Treg) aus frisch isolierten
PBMC erfolgte mittels CD25-Microbeads. Alle Schritte wurden mit gekuhlten Puf-
fern durchgefuhrt. Die PBMC wurden zunachst in einem definierten Volumen an
MACS-Puffer (10 yl MACS-Puffer pro 10" PBMC) aufgenommen. AnschlieRend
wurden die Zellen mit einer limitierten Menge an CD25-Microbeads (1 upl Micro-
beads pro 107 PBMC) fiir 20 min bei 4 °C unter leichtem Schwenken inkubiert.
Nicht gebundene Microbeads wurden im Anschluss durch einmaliges Waschen
mit 50 ml MACS-Puffer (350 x g, 6 min, 4 °C) entfernt. Nach dem Waschen wur-
den die Zellen mit MACS-Puffer auf eine Zelldichte von
2x108 PBMC/ml eingestellt und auf eine Separationssaule gegeben. Die Saule
wurde mit insgesamt 20 ml MACS-Puffer gespult und die gebundenen Zellen im
Anschluss zweimal mit 5 ml MACS-Puffer eluiert.

Zur Entfernung von kontaminierenden CD8* T-Zellen, CD14* Monozyten und
CD19* B-Zellen wurden die angereicherten CD25* Zellen in 3 ml Depletionsme-
dium mit anti-CD8- (2 Beads/Zelle), anti-CD14- (1 Bead/Zelle) und anti-CD19-
Dynabeads (2 Beads/Zelle) unter leichtem Schwenken fur 20 min bei 4 °C inku-

biert. Die anschlieRende Depletion der kontaminierenden Zellen erfolgte im
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Depletionsmagneten. Hierfur wurde die Zellsuspension mit Depletionsmedium
auf 8 ml aufgeflllt und in einen Depletionsmagneten gestellt. Die nicht gebunde-
nen Zellen im Uberstand wurden vorsichtig mit einer Glaspipette abgenommen
und in ein frisches Roéhrchen tberflhrt. Der Vorgang wurde zweimal mit frischem
Depletionsmedium wiederholt und die Reinheit der CD25" Zellen im Anschluss
durchflusszytometrisch bestimmt. Die durchschnittliche Reinheit CD4*CD25*
Treg lag bei >85 %.

3.24.2 Positivanreicherung von CD4* T-Zellen

Die Anreicherung CD4* T-Zellen aus frisch isolierten PBMC erfolgte analog zu
3.2.4.1 mit 1-5 yl CD4-Microbeads pro 10 PBMC. Die durchschnittliche Reinheit
der CD4" T-Zellen lag bei >95 %.

3.243 Negativanreicherung von CD4* T-Zellen

Das Prinzip der Negativanreicherung beruht darauf, alle Zellen auller den
CD4* T-Zellen innerhalb der PBMC mittels Antikérper-modifizierter Microbeads
zu markieren und mit Hilfe der Separationssaule von den T-Zellen abzutrennen.
Hierfur wurde das CD4* T cell Isolation Kit verwendet. Die Anreicherung erfolgte
nach Herstellerprotokoll. Frisch isolierte PBMC wurden in einem definierten Vo-
lumen MACS-Puffer (40 ul MACS-Puffer pro 10’ PBMC) aufgenommen. Pro 107
PBMC wurden 10 ul eines Biotin-Antikdrper-Cocktails zu den Zellen gegeben und
anschlief3end fur 5 min bei 4 °C inkubiert. Dieser Cocktail enthielt verschiedene
biotinylierte Antikdrper, welche alle Zellen auRer den CD4* T-Zellen markierten.
Nach der Inkubation erfolgte eine weitere Zugabe von MACS-Puffer (30 pl
MACS-Puffer pro 107 PBMC) zusammen mit einem definierten Volumen eines
Microbead-Cocktails (20 pl Microbeads pro 107 PBMC). Die Zellsuspension
wurde durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gut durchmischt und anschlie-
Rend fir 10 min bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Zellsuspension direkt
(ohne Waschen) auf eine Separationssaule gegeben und der Durchlauf, welcher

die unmarkierten CD4" T-Zellen enthielt, aufgefangen.

3.2.5 CD25-Depletion von PBMC und CD4* T-Zellen

Fir einen Grolteil der Experimente wurden Treg-depletierte PBMC und CD4* T-

Zellen bendtigt. Die Depletion der intrinsischen Treg wurde mit CD25-Dynabeads
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durchgefuhrt. PBMC oder frisch isolierte CD4* T-Zellen wurden in 3 ml Depleti-
onsmedium mit CD25-Dynabeads (0,5 Beads/Zelle) aufgenommen und unter
leichtem Schwenken fur 20 min bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Zell-
suspension mit Depletionsmedium auf 8 ml aufgefillt und in einen Depletions-

magneten gestellt. Die anschlielende Depletion erfolgte analog zu 3.2.4.1.

3.2.6 In-vitro-Suppressionsassay

CD25-depletierte PBMC (10° Zellen/Well in einer 96-Well Platte) von gesunden
Spendern, unbehandelten MS-Patienten oder MS-Patienten nach DMF-Therapie
wurden mit Treg eines unabhangigen gesunden Spenders kokultiviert und mit
0,1 pg/ml anti-CD3 mAKk stimuliert. Die Stimulation der PBMC ohne Treg diente
als Kontrolle. Nach drei Tagen wurde der Kultur fur 16 h Tritium-markiertes Thy-
midin (3H-Tdr) zugesetzt (37 kBqg/Well, entsprach einem Tropfen einer 1:10 ver-
dinnten 3H-Tdr-Lésung). 3H-Tdr wird in die DNA der sich teilenden T-Zellen ein-
gebaut und diente hierbei als ein Maf fir die Proliferation. Der Einbau von 3H-
Tdr konnte anschlie3end im Flussigszintillationszahler gemessen werden. Als Er-
gebnisse erhielt man Zahlenwerte mit der Einheit ,counts per minute“ (cpm), die
ein Mal fur die Zellteilungsrate der proliferierenden T-Zellen darstellten. Alle An-
satze wurden in Triplikaten bestimmt.

Fir manche Versuche wurden frisch isolierte CD4*CD25 T-Zellen mit
0,1 pg/ml anti-CD3 mAKk in An- oder Abwesenheit von Treg eines unabhangigen
zweiten gesunden Spenders aktiviert. CD3-depletierte PBMC (5x10%/Well) wur-

den hierfur als Kostimulus eingesetzt.
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3.3 Durchflusszytometrische Analysen

3.3.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur phanotypischen Charakterisierung
von Zellen in einem Flussigkeitsstrom. Die Zellen werden hierfur mit Fluoreszenz-
farbstoff-markierten Antikorpern, beispielsweise gegen spezifische Oberflachen-
molekule, inkubiert und anschlieRend in einem Durchflusszytometer auf Einzel-
zellebene analysiert. Bei der Messung gelangen die Zellen zunachst Uber eine
Kapillare als Einzelzellsuspension in das Zytometer (Abbildung 6). Dort passieren
sie einzeln einen fokussierten monochromatischen Laserstrahl, wodurch zum ei-
nen Licht gestreut und zum anderen Uber die Antikdrper-gekoppelten Fluores-
zenzfarbstoffe Licht emittiert wird. Innerhalb des Streulichts wird zwischen Vor-
wartsstreulicht (engl.: Forward Scatter, FSC) und Seitwartsstreulicht (engl.: Side
Scatter, SSC) unterschieden. FSC stellt ein Mal} fur die relative Grolde der Zelle
dar, wohingegen SSC von deren Granularitat beeinflusst wird. Durch den mono-
chromatischen Laserstrahl werden Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes auf ein
héheres Energieniveau angeregt. Beim Ruickfall in den Grundzustand wird Ener-
gie einer spezifischen Wellenlange (in Form von Photonen) emittiert. Jeder ein-
zelne Fluoreszenzfarbstoff besitzt hierbei sein eigenes charakteristisches Emis-
sionsspektrum. Aufgrund dessen kdnnen in einer Messung verschiedene Fluo-
reszenzfarbstoffe gleichzeitig eingesetzt werden. Die Intensitat der Fluoreszen-
zemissionen wird durch verschiedene Photodioden (FL1-FL4) erfasst und quan-
tifiziert. Die durchflusszytometrischen Messungen im Rahmen dieser Arbeit er-
folgten am Accuri™ C6 bzw. am LSR Il (BD Biosciences). Die einzelnen Mess-

daten wurden mittels FlowJo V7.6.4 und BD Accuri™ C6 Software ausgewertet.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers.

In der Durchflusskammer des Zytometers werden die Zellen in einer Linie angeordnet (Einzelzell-
Analyse). Die Zellen werden einzeln von einem Laser beleuchtet. Hierbei werden sowohl gestreu-
tes Laserlicht (FSC und SSC) als auch Fluoreszenzemissionen der fluoreszenzmarkierten Anti-
kérper erfasst. Die Menge an Streulicht und Intensitéat der Fluoreszenzemissionen werden von
den entsprechenden Photodioden erfasst und quantifiziert.

3.3.2 Farbung von Oberflachenmolekiilen

Fir die spezifische Farbung von Oberflachenmolekllen mit fluoreszenzmarkier-
ten Antikérpern wurden durchschnittlich 2x10° Zellen pro Farbung eingesetzt. Die
Zellen wurden in einer 96-Well Platte mit Rundboden ausplattiert und einmal mit
200 pl kaltem FACS-Puffer gewaschen (350 x g, 3 min, 4 °C). Anschliel3end er-
folgte eine Inkubation mit 20 pl eines Antikérper-Cocktails (Endkonzentration der
jeweiligen Antikérper: 5 ug/ml, verdinnt in FACS-Puffer) fir 20 min bei 4 °C im
Dunkeln. Uberschiissige Antikdrper wurden anschlieRend durch zweimaliges
Waschen mit kaltem FACS-Puffer entfernt. Das Zellpellet wurde in 200 ul FACS-
Puffer resuspendiert und in FACS-Rohrchen Uberfuhrt. Zur genauen Einstellung
der Kompensation der Laserverstarkung wurden zusatzlich ungefarbte Zellen,

Einzelfarbungen sowie isotypische Kontrollfarbungen mitgefuhrt.
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3.3.3 Intrazellulare Farbung der PKB/c-Akt

In einigen Experimenten wurde die Phosphorylierung der PKB/c-Akt durch-
flusszytometrisch untersucht. Die Farbung der PKB/c-Akt erfolgte nach dem
Phosflow-Protokoll des Herstellers BD Biosciences. 2-5x10° Zellen wurden in ei-
ner 96-Well Platte mit Rundboden ausplattiert und in 100 ul vorgewarmten Cyto-
fix-Puffer fur 10 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen mittels Zentrifugation bei 350 x g fiir 5 min pelletiert und der Uberstand
entfernt. Das Zellpellet wurde in 100 pl Phosflow Perm Puffer Ill resuspendiert
und fur weitere 30 min auf Eis inkubiert, um die Zellmembran zu permeabilisieren.
Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und
in 20 pl der verdinnten Phosflow-Antikorperlosung (Verdinnung 1:5) aufgenom-
men (Inkubation fiir 30 min bei RT). Uberschiissige Antikdrper wurden anschlie-
Rend durch zweimaliges Waschen mit FACS-Puffer entfernt. Das Zellpellet
wurde in 200 pyl FACS-Puffer resuspendiert und durchflusszytometrisch analy-

siert.

3.3.4 Intrazellulare Farbung von FoxP3 und Ki-67

Die Farbung der nuklearen Proteine FoxP3 und Ki-67 wurde nach dem One-Step-
Protokoll des Herstellers eBioscience durchgefihrt. 0,5-1x10° Zellen wurden in
100 pl FoxP3-Fixierungsldsung fir 30-60 min bei 4 °C inkubiert (lichtgeschutzt).
Anschlieend folgten zwei Waschschritte mit je 200 yl Permeabilisierungspuffer
(350 x g, 5 min, 4 °C). Zur Farbung von FoxP3 und Ki-67 wurde das Zellpellet in
20 pl der jeweiligen Antikdrperldosung (verdunnt in Permeabilisierungspuffer) re-
suspendiert und fiir 30 min bei RT inkubiert. Uberschiissige Antikérper konnten
durch zweimaliges Waschen mit je 200 yl Permeabilisierungspuffer entfernt wer-
den. In einem finalen Schritt wurde das Zellpellet in 200 pl FACS-Puffer aufge-

nommen und durchflusszytometrisch analysiert.

3.3.5 Intrazellulare Farbung von IFN-y

Die Analyse der intrazellularen Zytokinproduktion erfolgte mittels Cytofix/Cyto-
perm™ Fixation/Permeabilization Kit von BD Biosciences. Humane Immunzellen,

isoliert aus den Milzen von humanisierten Mausen, wurden auf eine 24-Well
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Platte ausplattiert (1-2x10% Zellen pro Well) und mit 1 pg/ml lonomycin und
10 ng/ml PMA fur 30 min im Brutschrank stimuliert. AnschlieRend folgte die Zu-
gabe von 7 pl/ml Monensin und eine weitere Inkubation fur 5 h im Brutschrank.
Monensin diente hierbei als Inhibitor des intrazellularen Proteintransports zum
Golgi-Apparat. Dadurch reicherten sich die produzierten Zytokine in der Zelle an.
Im Anschluss wurden die Zellen in eine 96-Well Platte mit Rundboden Uberfuhrt
und bei 350 x g und 4 °C fur 6 min zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 100 pl
Cytofix-Puffer resuspendiert und fir 20 min bei 4 °C inkubiert. Cytofix enthalt Pa-
raformaldehyd, womit die Zellen fixiert werden. Danach folgten zwei Wasch-
schritte mit je 200 pl Permwash-Puffer. Fur die intrazellulare Farbung der Zyto-
kine wurden die Zellen anschlie3end in 30 pl der entsprechenden Antikorperlo-
sung (verdunnt in Permwash-Puffer) resuspendiert und fir 15 min bei 4 °C inku-
biert. Nach zweimaligem Waschen mit Permwash-Puffer wurden die Zellen in

FACS-Puffer aufgenommen und im Zytometer vermessen.

3.3.6 Bestimmung von Zytokinen mittels CBA-Assay

Zur Analyse der Zytokinproduktion wurden Uberstande aus den entsprechenden
in-vitro-Suppressionsassays (siehe 3.2.6) an Tag 3 der Ko-Kultur gesammelt. Die
Zytokinkonzentration wurde mittels CBA-Verfahrens bestimmt und nach Anlei-
tung des BD™ CBA Human Soluble Protein Master Buffer Kits durchgefuhrt. Das
Verfahren erlaubt die Bestimmung einer Proteinkonzentration in Losung mittels
Durchflusszytometrie. Das Prinzip beruht auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion.
Die l6slichen Proteine im Uberstand werden zunachst von Antikdrper-beschich-
teten Partikeln gebunden. Durch Zugabe eines fluoreszenzmarkierten Detekti-
ons-Antikorpers, der ebenfalls gegen das zu untersuchende Protein gerichtet ist,
konnen die partikelgebundenen Proteine im Durchflusszytometer analysiert wer-
den. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Zytokine IFN-y, TNF-a und IL-6 be-
stimmt. Die Proben wurden am LSR Il gemessen und mit FCAP Array™ V1.0/3.0

ausgewertet.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 PTEN-Knockdown in T-Zellen

Fir einen erfolgreichen Knockdown der PTEN-Proteinexpression wurde das
PTEN Gene Solution siRNA Kit verwendet, welches folgende siRNA enthielt:

Hs PTEN_6 Zielsequenz: AAGGCGTATACAGGAACAATA
Hs_PTEN_9 Zielsequenz: TCGACTTAGACTTGACCTATA
Hs_PTEN_8 Zielsequenz: ATCGATAGCATTTGCAGTATA
Hs PTEN 4 Zielsequenz: TCGGCTTCTCCTGAAAGGGAA

Negativ isolierte CD4*CD25" T-Zellen (siehe 3.2.4.3) wurden mit Hilfe des Human
T cell Nucleofector Kits gemaR Herstellerprotokoll transfiziert. 5x10° T-Zellen
wurden in 100 ul Nukleofektionslésung resuspendiert, die mit 1 uM PTEN-siRNA
Mix oder Kontroll-siRNA supplementiert war. Fur die anschlieRende Transfektion
der Zellen wurde das Programm U-014 verwendet. Nach der Transfektion wur-
den die Zellen direkt in 5 ml vorgewarmtes (37 °C) X-VIVO 15 Medium gegeben
und fir 3-4 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 ruhen gelassen. Im An-
schluss wurden die Zellen fir 8 min bei 200 x g (RT) zentrifugiert, in einer Zell-
dichte von 2x10%/ml auf eine 24-Well Platte ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C
und 5 % COz2 im Brutschrank inkubiert. Die Analyse der Knockdown-Effizienz er-

folgte zu den entsprechenden Zeitpunkten mittels QRT-PCR und Western Blot.

3.4.2 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Die RNA-Isolierung wurde unter Verwendung des peqGOLD Micro RNA Kits ge-
maRk den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. 1-2x106 ruhende oder akti-
vierte CD4* T-Zellen wurden fur 6 min bei 350 x g und 4 °C zentrifugiert und das
Zellpellet in 400 pl RNA Lyse-Puffer aufgenommen und gut resuspendiert. Fir
die Aufreinigung der RNA wurde diese zunachst an eine RNA-bindende Saule
gebunden. Nach mehreren Waschschritten und einem DNase I-Verdau wurde
die RNA von der Saule eluiert und die Konzentration im Nanodrop bestimmt. Die
cDNA konnte durch reverse Transkription mittels iScript™ cDNA-Synthesekit ge-

neriert werden. Als Ausgangsmaterial wurden jeweils 100 ng RNA eingesetzt.
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3.4.3 Quantitative Real-Time PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) ist eine
wichtige Methode zur Vervielfaltigung von Nukleinsduren. Bei der quantitativen
Real-Time PCR (qRT-PCR) kann zusatzlich die Amplifikation der DNA-Sequenz
in Echtzeit beobachtet und mittels Fluoreszenzmessungen quantifiziert werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwen-
det. SYBR Green interkalierte in die doppelstrangige DNA und markierte dadurch
die neu-synthetisierten DNA-Produkte (Abbildung 7). Im Verlauf einer PCR nahm
somit die Fluoreszenz proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Alle
PCR-Reaktionen wurden in Triplikaten angesetzt. Die Expression der IL-6 und
PTEN mRNA wurde mit dem entsprechenden QuantiTect® Primer Assay nach

Herstellerprotokoll bestimmt. EF1-a wurde als Haushaltsgen verwendet.
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Abbildung 7: Ablauf der quantitativen Real-Time PCR.
Das DNA-Templat wird durch Erhitzen in zwei Einzelstrdnge aufgeteilt (Denaturierung). Anschlie-
Bend lagern sich die Primer an das 3-Ende des Einzelstranges an (Hybridisierung). Die Tag-
Polymerase beginnt am 3‘-Ende des Primers mit der Synthese eines neuen DNA-Einzelstranges
(Polymerisation). SYBR Green interkaliert in die neu-synthetisierten DNA-Doppelstrdnge,
wodurch die DNA-Amplifikation quantifiziert werden kann.

Die Amplifikation fand im Real-Time PCR Cycler Rotor-Gene® Q unter den in
Tabelle 2 aufgelisteten Bedingungen statt. Die relative Expression der IL-6 und
PTEN mRNA wurde mit der 22A¢T—Methode berechnet.
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Tabelle 2: Bedingungen der gRT-PCR .

Schritt Dauer  Temperatur
Initiale Aktivierung 5 min 95 °C
der Tag-Polymerase
Dann 40 Zyklen von:
Denaturierung 5 sec 95 °C DNA wird in Einzelstrange
aufgetrennt.
Hybridisierung 10 sec 60 °C Primer binden an 3‘-Ende

+ Polymerisation

der DNA-Einzelstrange.

Tag-Polymerase lagert
freie Nukleotide komple-
mentar an Einzelstrange
an.

3.4.4 Proteinisolierung und Konzentrationsbestimmung

Aus den entsprechenden Experimenten wurden 2-5x108 CD4* T-Zellen gesam-

melt und zweimal mit kaltem PBS gewaschen (350 x g, 6 min, 4 °C). Anschlie-
Rend wurde das Zellpellet in 50-150 pl Proteinextraktionspuffer mit 1 mM PMSF

und Protease-Inhibitor-Cocktail resuspendiert und fur 30 min auf Eis lysiert. Wah-

rend der Lyse wurden die Proben alle 10 min mit einem Vortexer gut durchmischt.

Das Zelllysat wurde im Anschluss fir 10 min bei 3000 x g und 4 °C zentrifugiert

und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt. Die Bestimmung der

Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Micro BCA Protein Assay Kits gemaf
Herstellerprotokoll. Die Proben wurden hierfur 1:100-1:200 in PBS verdinnt und

photometrisch vermessen.
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3.4.5 SDS-PAGE

Das Verfahren der SDS-PAGE (engl.: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) erlaubt die analytische Auftrennung von Proteingemischen nach
ihrer MolekulgroRRe. Die Proteine werden hierfur durch Zugabe von SDS und Mer-
captoethanol denaturiert und Uber ein Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch auf-
getrennt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Proteintrennung unter Verwendung
des NuPAGE® Bis-Tris-Elektrophorese-Systems durchgefuhrt. 15 yg Gesamt-

protein wurden mit folgenden Komponenten fur 10 min bei 70 °C erhitzt:

Proteinprobe X Ml
LDS Sample Buffer (4x) 5 ul
Reducing Agent (10x) 2 ul

=>» Mit deionisiertem H20 wurde auf ein Gesamtvolumen von 20 ul aufgefulit.

Die behandelten Proben wurden anschlieend auf ein Bis-Tris-Gradientengel (4-
12 %) geladen und bei 200 V fur 60 min elektrophoretisch aufgetrennt (MOPS
SDS Laufpuffer).

3.4.6 Western Blot

Die aufgetrennten Proteine aus 3.4.5 wurden mit Hilfe des XCell II™ Blotting Sys-
tems auf eine PVDF-Membran Ubertragen (30 V, 60 min). Die fertige Membran
wurde im Anschluss fur mindestens 2 h in TBST-Puffer + 5 % BSA inkubiert.
Danach folgte die Zugabe der entsprechenden primaren Antikorper, verdinnt in
TBST-Puffer + 5 % BSA nach Herstellerangaben und Inkubation tber Nacht bei
4 °C unter leichtem Schwenken mit der Membran. Uberschiissige Antikérper wur-
den am nachsten Tag durch mehrmaliges Waschen der Membran mit TBST-Puf-
fer entfernt. AnschlieRend wurden die Membranen flir 1 h mit dem jeweiligen
HRP-gekoppelten Sekundarantikorper (verdinnt in TBST-Puffer) bei Raumtem-
peratur inkubiert. Nach dem finalen Waschen wurde die Membran mit ECL™
Prime Western-Blot-Detektionsreagenz gemal} Herstellerprotokoll behandelt und
die Chemilumineszenz mittels ChemiDoc™ Imaging Systems dokumentiert. Die

Analyse und Quantifizierung der Western Blots erfolgte mit Imaged.
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3.4.7 DNA-Microarray

Der DNA-Array ist eine biochemische und bioinformatische Methode, die es er-
moglicht, relative Anderungen in der Expression bestimmter Gene unter ver-
schiedenen Bedingungen zu analysieren. Anhand der Ergebnisse konnen Aus-
sagen Uber die Aktivitdt eines Gens getroffen werden. In Vorarbeiten von Dr.
Trinschek und Dr. Satoh wurde die Genexpression in T-Zellen aus Treg-sensiti-
ven, gesunden Spendern und Treg-resistenten MS-Patienten (n=3) in einem
DNA-Array vergleichend untersucht. Hierfur wurden CD4*CD25" T-Zellen aus
dem peripheren Blut der Patienten isoliert und flr 16 h mit anti-CD3 mAk und
anti-CD28 mAk polyklonal aktiviert. Unstimulierte T-Zellen dienten als Kontrolle.
Die RNA wurde unter Verwendung von QIAshredder, RNeasy Mini Kit und
RNase-Free DNase Set gemal’ den Anweisungen des Herstellers extrahiert und
gereinigt. Die Synthese der cDNA wurde mit Hilfe des Ambion WT Expression
Kits durchgefihrt. Im Anschluss wurde die cDNA fragmentiert, biotinyliert und auf
den Gen-Chip Human Transcriptome Array 2.0 hybridisiert. Die Analyse des Gen-
Chips erfolgte mit dem Affymetrix GeneChip® Scanner 3000. Hierbei wurden die
Genexpressionen der ruhenden und aktivierten T-Zellen vergleichend unter-
sucht, um Gene zu ermitteln, die nach Aktivierung in MS-Patienten unterschied-
lich reguliert werden. Gene, die sich in ihrer Transkription um mehr als das Zwei-
fache unterschieden, wurden anschlieend mit der Ingenuity Pathway Analysis
Software analysiert, um potentielle Upstream-Regulatoren identifizieren zu kdn-
nen. Zur Vorhersage der funktionellen und transkriptionellen Regulation in der
Upstream-Analyse wurde der Activation Z-Score verwendet. Hierbei wurden Mo-
lekile untersucht, die einen Z-Score >2 oder <1 in MS und gesunden Spendern
aufzeigten. Die gewahlten Molekille werden in T-Zellen von MS-Patienten und
gesunden Spendern unterschiedlich reguliert und sind zudem mit dem IL-6- und

PKB-Signalweg assoziiert.
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3.5 Tierexperimentelle Methoden

3.5.1 Tierhaltung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden fur alle Tierversuche neugeborene Tiere
des immundefizienten Mausstammes Rag2”-yc’- verwendet (51). Diese Mause
kénnen aufgrund eines Knockouts des Rag2-Gens (engl.: recombination activat-
ing gene 2) weder T-Zellen noch B-Zellen ausbilden. Der zusatzliche Knockout
im IL-2RG-Gen (engl.: interleukin-2 receptor subunit gamma, yc) verhindert die
Entstehung von NK-Zellen (51). Die Haltung der Versuchstiere erfolgte in den
Tierrdumen des TARC (engl.: Translational Animal Research Center) an der Uni-
versitatsmedizin Mainz (Gebaude 905). Die Mause wurden in Green Line IVC-
Kafigen mit eigener Ventilation unter keimarmen Bedingungen gehalten und re-
gelmalig mit autoklaviertem Wasser (+ Borgal) und sterilisierten Trockenpellets

versorgt.

3.5.2 Induktion einer GvHD in Rag2”/-yc’-M&usen

Periphere Immunzellen aus gesunden Spendern, unbehandelten MS-Patienten
und Patienten nach DMF-Therapie wurden in einem etablierten xenogenen
Mausmodell der GvHD (engl.: graft-versus-host disease) in vivo untersucht. In
diesem Modell ist die GvHD eine T-Zell-vermittelte Entziindungsreaktion, die
durch den Transfer humaner Immunzellen in immundefiziente Rag2”-yc’--Mause
ausgelost werden kann. Hierbei werden die transferierten, humanen T-Zellen von
antigenprasentierenden Zellen aktiviert und differenzieren in IFN-y- und
IL-17-produzierende T-Effektorzellen, die in bestimmte Organe wie Leber, Haut
und Darm einwandern und dort eine starke Entzindungsreaktion initiieren.
Dadurch entstehen schwerwiegende Schadigungen der Leber (Hepatitis), des
Darms (Kolitis) und der Haut (Dermatitis), was letztendlich zum Versterben der
Mause fuhrt. Die Ausbildung der GvHD kann durch den Transfer einer ausrei-
chenden Menge aktivierter Treg erfolgreich unterdrickt werden (52). Die transfe-
rierten Treg supprimieren die Aktivierung der T-Zellen und reduzieren die Infiltra-

tion entzindlicher Immunzellen in die Leber, Haut und den Darm (Abbildung 8).
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Die Treg-behandelten Mause weisen keine Anzeichen einer Hepatitis, Dermatitis

sowie Kolitis auf (52).

Hotspots

Treg- P
Therapie

L Ao

axial sagittal koronal koronal MIP

Abbildung 8: Aktivierte Treg schiitzen vor der Entstehung einer GvHD.

Humane Immunzellen eines gesunden Spenders * aktivierte Treg wurden in Rag2”yc”-Méuse
injiziert. 19 Tage nach dem Transfer wurde den M&usen ein radioaktiv markierter anti-CD3 mAk
intravenés appliziert. Anti-CD3 mAk wurde von humanen CD3* T-Zellen in den jeweiligen Orga-
nen gebunden. Die Verteilung des gebundenen Antikérpers wurde anschlieBend mittels PET-
MRT untersucht. Dargestellt sind reprédsentative PET/MRT-Aufnahmen einer GvHD-Maus (oben)
und einer Treg-behandelten Maus (unten). In der GvHD-Maus konnte eine starke Akkumulation
des mAk in der Leber und dem Darm nachgewiesen werden, was mit einer erhéhten Infiltration
an CD3* T-Zellen korrelierte. Durch Treg-Transfer konnte diese T-Zell-Infiltration deutlich redu-
ziert werden. Die Ergebnisse hierzu wurden 2019 erfolgreich im ,European Journal of Nuclear
Medicine and Molecular Imaging* veréffentlicht (53).

Alle tierexperimentellen Versuche wurden nach den genehmigten Vorschriften
des Tierversuchsantrags G 15-1-072 durchgefihrt. Flr die Untersuchungen wur-
den 5x108 Treg-depletierte PBMC eines gesunden Spenders, unbehandelten
MS-Patienten oder Patienten nach DMF-Therapie in neugeborene
Rag2’yc-Mause (1-4 Tage alt) intraperitoneal injiziert (Volumen: 50 ul pro
Maus). Einem Teil der Mause wurden zusatzlich 5x10° isolierte Treg eines unab-
hangigen gesunden Spenders + 5 ug/Maus gp120 appliziert (Abbildung 9).
Gp120 bindet mit hoher Affinitat an CD4, das auf der Oberflache von Treg expri-
miert wird. Durch die Bindung wird eine Signalkaskade induziert, die spezifisch

die suppressive Funktion von Treg aktiviert (54).
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Nach dem Transfer humaner PBMC wurden die Tiere in regelmafigen Abstan-
den (alle 1-2 Tage) gewogen und der Gesundheitszustand nach einem GvHD-
Bewertungssystem beurteilt. Tiere, die schwere Anzeichen einer GvHD mit deut-
lichen Einschrankungen der Lebensqualitat aufzeigten, wurden mittels CO2-Be-
gasung oder zervikaler Dislokation abgetotet. Nach Beendigung des Versuches

wurden Milz, Leber und Blut zur weiteren Analyse entnommen.

HCy, HC., MS DMF
(unabhangiger
Spender) oder oder

Treg-depl.
Treg PBMC

l l Analyse:
& 5 » Gewichtsverlauf
Vw0

- Sterberate

* Immunzellen
5x108 Treg-depl. PBMC in der Milz
+ 5x10° Treg + 5 pg gp120 # « GPT-Level

N >
f x Wochen
> ?-—‘:\ _—m
Neugeborene Rag2”/yc”" Humanisierte Maus

1-4 Tage alt

Abbildung 9: Schematische Darstellung zum Transfer humaner PBMC in Rag2” yc”-
Méuse.
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3.5.3 Aufarbeitung von Milzzellen

Die isolierten Milzen wurden in einer 6-Well Platte mit X-VIVO 15 aufgenommen
und mit Hilfe eines Nylonsiebes (Porengrofde 70 um) homogenisiert. Die Zellsu-
spension wurde in ein 15 ml Réhrchen Uberfuhrt und fir 6 min bei 350 x g und
4 °C zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte eine Lyse der Erythrozyten. Hierflr
wurde das Zellpellet mit 2 ml kaltem ACK-Puffer versetzt und vorsichtig fur 2 min
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde im Anschluss mit kaltem RPMI 1640 auf
15 ml aufgeflllt und flr 6 min bei 350 x g und 4 °C zentrifugiert. Dieser Lyseschritt

wurde so lange wiederholt, bis die Zellprobe optisch frei von Erythrozyten war.

3.6 Statistik

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind als arithmetisches Mittel oder Median + Stan-
dardabweichung (engl.: standard deviation, SD) oder Standardfehler (engl.: stan-
dard error of the mean, SEM) dargestellt. Mit Hilfe des ungepaarten Student’s t-
Test wurde die statistische Signifikanz der Ergebnisse bestimmt. Hierbei wurden
p-Werte <0,05 als statistisch signifikant angesehen. Fur die entsprechenden Ab-
bildungen gilt:

*: p<0,05

**: p<0,01

***: p<0,001

****: p<0,0001

n.s.: nicht signifikant
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4 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Untersuchungen zur Immunregulation von
T-Effektorzellen (Teff) aus dem peripheren Blut von Patienten mit Multipler Skle-
rose (MS). Die MS ist eine neurodegenerative Autoimmunerkrankung, die durch
autoaggressive, T-Zell-vermittelte Immunreaktionen gegen myelinisierte Axone
im Zentralnervensystem verursacht wird. Die autoreaktiven T-Zellen weisen hier-
bei eine reduzierte Ansprechbarkeit flr die suppressiven Fahigkeiten von regula-
torischen T-Zellen (Treg) auf. Diese Eigenschaft von T-Zellen wird allgemein als
Treg-Resistenz bezeichnet.

Ziel dieser Arbeit war es, a) den Einfluss einer neuartigen Therapie mit Dime-
thyfumarat (DMF) auf die Regulation von Teff aus MS-Patienten zu untersuchen
und b) den Mechanismus der Treg-Resistenz in Teff aus MS-Patienten auf mo-
lekularbiologischer Ebene detaillierter zu charakterisieren. Die Ergebnisse wer-
den in den nachfolgenden vier Abschnitten 4.1-4.4 vorgestellt. Die ersten beiden
Abschnitte 4.1 und 4.2 beschaftigen sich mit der Immunregulation von Teff in MS-
Patienten nach DMF-Therapie. Die Ergebnisse zu diesem Projekt wurden 2017
erfolgreich im ,International Journal of Molecular Sciences® publiziert (55). Die
Abschnitte 4.3 und 4.4 fokussieren sich auf die Identifikation und Charakterisie-
rung neuer Proteine, die mit einer Treg-Resistenz in T-Zellen von MS-Patienten
assoziiert werden konnen (Biomarker). In Abschnitt 4.3 wird die Rolle der Phos-
phatase PTEN (engl.: phosphatase and tensin homolog) im Kontext einer Treg-
Resistenz beschrieben. Die Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen wurden
2018 als Patent eingereicht. Zudem befindet sich ein Manuskript zu dieser The-
matik in der finalen Bearbeitung. Der letzte Abschnitt 4.4 baut auf den Vorarbeiten
einer ehemaligen Kollegin auf und beinhaltet die vergleichende Analyse der
PGC-1a-Expression (engl.: proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha) in T-Zellen von gesunden Spendern und MS-Patienten.

Anhand dieser Ergebnisse erhoffen wir uns neue wichtige Erkenntnisse uber
Mechanismen zu erhalten, die zur Ausbildung einer Treg-Resistenz in T-Zellen

von MS-Patienten filhren kdnnen.
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4.1 In-vitro-Untersuchungen zur Regulation peripherer T-
Zellen in MS-Patienten vor und nach Dimethylfumarat-
Therapie

Das Medikament Tecfidera® (Dimethylfumarat, DMF) wurde 2013 von der FDA
als eine neue Behandlungsmethode der schubformig remittierenden MS zuge-
lassen (56). Die Behandlung mit DMF zahlt zu der sogenannten immunmodulie-
renden ,First-Line“-Therapie, die bei Patienten mit einem milden oder moderaten
Krankheitsverlauf eingesetzt wird. Ziel ist es, mit Hilfe der immunmodulierenden
Medikamente das fehlgeleitete Immunsystem wieder ins Lot zu bringen und somit
einen langfristigen Therapieerfolg zu gewahrleisten.

Neben der bereits bekannten, immunmodulierenden Effekte von DMF auf ver-
schiedene Zellen des Immunsystems, war nicht geklart, oo DMF die Ansprech-
barkeit von T-Zellen gegentber einer Treg-vermittelten Suppression beeinflusst.
Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde die Supprimierbarkeit von T-Ef-
fektorzellen (Teff) aus dem peripheren Blut von unbehandelten MS-Patienten und
Patienten nach DMF-Therapie in in-vitro-Suppressionsassays vergleichend ana-
lysiert. Die Ergebnisse zu dieser Versuchsreihe sind nachfolgend zusammenge-

fasst.

4.1.1 T-Zellen von MS-Patienten sind resistent gegen die Treg-
vermittelte Suppression

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde das Blut von 58 unbehandelten MS-Pati-
enten unterschiedlichen Alters hinsichtlich der T-Zell-vermittelten Immunregula-
tion untersucht. Ungefahr 60 % waren weibliche und 40 % mannliche Probanden,
was die erhdhte Inzidenz von MS bei Frauen widerspiegelt (8). Die Krankheits-
dauer zum Zeitpunkt der Blutentnahme war sowohl bei Mannern als auch bei
Frauen unterschiedlich und reichte von weniger als einem Jahr (Erstdiagnose)
bis zu 24 Jahren (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Krankheitsdauer aller MS-Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme.

<1Jahr 1-10 Jahre 10-20 Jahre > 20 Jahre
Frauen 11 19 4 1
Manner 12 5 5 1

Zwischen 2016 und 2019 wurden insgesamt 58 therapienaive oder unbehandelte MS-Patienten
untersucht.

Als Ausgangsmaterial flr die geplanten Suppressionsassays dienten perip-
here mononukleare Zellen (engl.: peripheral blood mononuclear cells, PBMC).
Unter PBMC versteht man die Gesamtheit aller einkernigen Zellen des Blutes,
die einen runden Zellkern besitzen. Dazu zahlen v.a. Lymphozyten und Monozy-
ten. Mit einem Anteil von 40-60 % stellen CD3* T-Zellen (Gesamtheit aus CD4*
und CD8* T-Zellen) eine grof3e Immunzellpopulation innerhalb der PBMC dar.

Die PBMC wurden aus dem peripheren Blut von gesunden Spendern und un-
behandelten MS-Patienten isoliert. AnschlieRend folgte die Depletion intrinsi-
scher Treg-Populationen, um sicherzustellen, dass postulierte funktionelle De-
fekte in den Treg von MS-Patienten das Ergebnis der Assays nicht beeinflussten
(36). In einem nachsten Schritt wurden die T-Zellen innerhalb der Treg-depletier-
ten PBMC spezifisch mit anti-human CD3 mAKk aktiviert und mit unterschiedlichen
Verhaltnissen an Treg aus dem Blut eines unabhangigen dritten Spenders kokul-
tiviert (Abbildung 10). Aktivierte T-Zellen, die in Abwesenheit von Treg kultiviert
wurden, dienten als Positivkontrolle fur jedes Assay. Um die Qualitat der isolier-
ten Treg beurteilen zu kénnen, wurden diese in einem zusatzlichen Kontrollan-
satz aktiviert und alleine kultiviert. Nach drei Tagen wurde der Kultur flr 16 Stun-
den Tritium-markiertes Thymidin (*H-Tdr) zugesetzt. 3H-Tdr wird in die DNA der
sich teilenden T-Zellen eingebaut und diente hierbei als ein Mal} fur die Prolife-
ration. Um die Ergebnisse beurteilen zu kdnnen, wurde innerhalb eines Assays
stets die Supprimierbarkeit von T-Zellen aus gesunden Spendern und unbehan-

delten MS-Patienten vergleichend untersucht.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des in-vitro-Assays zur Untersuchung der Sup-

primierbarkeit von T-Zellen.

In einem ersten Schritt wurden PBMC aus dem peripheren Blut von gesunden Spendern (HCu1,
grau) und unbehandelten MS-Patienten (MS, rot) isoliert. AnschlieBend erfolgte die Depletion
intrinsischer Treg. Die Treg-depletierten PBMC von HC# und MS wurden mit isolierten Treg eines
unabhéngigen dritten gesunden Spenders HCy2 kokultiviert und mit anti-human CD3 mAKk po-
lyklonal stimuliert. Die T-Zell-Proliferation wurde durch den Einbau von *H-Tdr an Tag 3 bestimmt.

Hinsichtlich der Supprimierbarkeit von T-Zellen aus dem peripheren Blut eines
gesunden Spenders (HC) ergaben sich folgende Beobachtungen: Die Inkubation
der T-Zellen mit anti-human CD3 mAk in Abwesenheit von Treg fuhrte zu einer
starken Proliferation, die durch den erhohten Einbau von ®H-Tdr aufgezeigt wurde
(Abbildung 11A, grauer Balken). Anti-human CD3 mAk bindet hierbei an das
CD3-Molekul des T-Zell-Rezeptors und induziert eine Konformationsanderung,
wodurch die IL-2-Synthese und Proliferation der Zellen eingeleitet wird. Im Ge-
gensatz dazu wiesen aktivierte Treg (Abbildung 11A, schwarzer Balken) keine
Zellproliferation auf. Diese Eigenschaft wird als Anergie bezeichnet und ist neben
der Suppressor-Funktion ein wesentliches Merkmal von Treg (57). In den Kokul-
tur-Ansatzen zeigte sich eine deutliche Suppression der T-Zell-Proliferation (Ab-
bildung 11A, grau-schwarze Balken). Treg unterdriickten die Aktivierung der
CD4* und CD8" T-Zellen dosisabhangig. In der Folge wurde die Proliferation der
T-Zellen reduziert, was durch den verringerten Einbau von 3H-Tdr bestatigt

wurde.
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Die Untersuchungen zur Supprimierbarkeit von T-Zellen aus dem peripheren
Blut von MS-Patienten zeigten zunachst, dass die alleinige Aktivierung der MS-
PBMC in Abwesenheit von Treg eine starke Proliferation der T-Zellen induzierte,
die vergleichbar mit der Proliferation der T-Zellen aus gesunden Spendern war
(Abbildung 11A, roter Balken). In Anwesenheit von Treg konnte die Proliferation
dieser T-Zellen jedoch nicht effizient unterdrickt werden (Abbildung 11A, rot-
schwarze Balken). Die kumulierten Daten aus n=10 unabhangigen Experimenten
bestatigten diese Beobachtung (Abbildung 11B).
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Abbildung 11: T-Zellen von unbehandelten MS-Patienten weisen eine Treg-Resistenz auf.
A) Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis eines in-vitro-Suppressionsassays mit Treg-deple-
tierten PBMC eines gesunden Spenders (HC, grau) und eines unbehandelten MS-Patienten (MS,
rot). Die Treg-depletierten PBMC von HC und MS wurden mit isolierten Treg eines unabhdngigen
dritten gesunden Spenders kokultiviert und mit anti-human CD3 mAk polyklonal stimuliert. Die
Stimulation der Treg-depletierten PBMC in Abwesenheit von Treg diente als Positivkontrolle. In
einem zusétzlichen Kontrollansatz wurden die isolierten Treg des unabhéngigen dritten gesunden
Spenders aktiviert und alleine kultiviert. B) Das Diagramm zeigt die relative Proliferation + SEM
der T-Zellen von n=10 gesunden Spendern und MS-Patienten bei unterschiedlichen Treg: Teff-
Verhéltnissen (1:1 bis 1:8).

Wie bereits zuvor von anderen Arbeitsgruppen gezeigt (44), konnten auch wir
anhand dieser Untersuchungen signifikante Unterschiede in der Supprimierbar-
keit von T-Zellen aus gesunden Spendern und MS-Patienten feststellen.
T-Zellen aus unbehandelten MS-Patienten zeichneten sich durch eine deutliche
Unempfindlichkeit gegenlber der Treg-vermittelten Suppression aus (Treg-Re-

sistenz), die in T-Zellen von gesunden Spendern nicht beobachtet werden
konnte.
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4.1.2 DMF verbessert die Ansprechbarkeit der T-Zellen fiir die Treg-
vermittelte Inmunregulation

Um nun zu untersuchen, ob DMF die Immunregulation von T-Zellen beeinflussen
kann, wurden Blutproben von insgesamt 25 MS-Patienten nach DMF-Therapie
(Tecfidera®) gesammelt. Die Behandlungsdauer mit DMF war zum Zeitpunkt der
Blutentnahme sowohl bei Mannern als auch bei Frauen unterschiedlich und lag

in einem Zeitraum von zwei Monaten bis hin zu Uber zwei Jahren (Tabelle 4).

Tabelle 4: Behandlungsdauer aller MS-Patienten unter DMF-Therapie zum Zeitpunkt der
Blutentnahme (n=25).

< 6 Monate 6-12 Monate 1-1'2 Jahre 12-2 Jahre > 2 Jahre

Anzahl 4 5 10 3 3

Patienten

Die Analysen zur Supprimierbarkeit der T-Zellen aus dem peripheren Blut von
MS-Patienten nach DMF-Therapie erfolgten analog zu 4.1.1: Treg-depletierte
PBMC aus gesunden Spendern und therapierten MS-Patienten wurden mit anti-
human CD3 mAK aktiviert und in unterschiedlichen Verhaltnissen mit isolierten
Treg eines unabhangigen dritten gesunden Spenders kokultiviert. T-Zellen, die in
Abwesenheit von Treg aktiviert wurden, dienten als Positivkontrolle. Nach 3-tagi-
ger Inkubation der Kulturansatze bei 37 °C und 5 % CO:2 wurden die Zellen mit
3H-Tdr markiert und nach weiteren 16 Stunden die T-Zell-Proliferation ausgewer-
tet (Abbildung 12A).

Die TZR-vermittelte Aktivierung von T-Zellen aus gesunden Spendern flhrte
erfahrungsgemaf zu einer starken Proliferation, die durch Zugabe von Treg do-
sisabhangig supprimiert werden konnte (Abbildung 12B, graue Balken).
Interessanterweise war in den Ansatzen mit T-Zellen aus DMF-behandelten MS-
Patienten eine ahnliche Regulation zu beobachten (Abbildung 12B, grine Bal-
ken). Die Proliferation der T-Zellen wurde effizient durch aktivierte Treg unter-
drickt. Diese Ergebnisse deuteten auf eine vergleichbare Treg-Sensitivitat von
T-Zellen aus gesunden Spendern und MS-Patienten nach DMF-Therapie hin. Die
kumulierten Daten aus insgesamt 12 unabhangigen Experimenten bekraftigten
diese Erkenntnis (Abbildung 12C): Bei gesunden Spendern betrug die durch-
schnittliche T-Zell-Suppression 52,1 £ 2,9 % (bei einem Treg:Teff-Verhaltnis von
1:4). Im Gegensatz hierzu konnte in Versuchen mit T-Zellen aus unbehandelten



4 Ergebnisse 59

MS-Patienten eine signifikant reduzierte T-Zell-Suppression festgestellt werden,
die im Durchschnitt bei 19,6 + 3,4 % (Treg:Teff 1:4) lag. Diese verminderte Supp-
rimierbarkeit der T-Zellen in MS-Patienten konnte durch DMF-Therapie normali-
siert werden. Demnach wiesen T-Zellen aus therapierten MS-Patienten mit einer
durchschnittlichen T-Zell-Suppression von 44,8 + 3,5 % (Treg:Teff 1:4) eine deut-
lich verbesserte Supprimierbarkeit und gesteigerte Ansprechbarkeit auf die Treg-

vermittelte Suppression auf.
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Abbildung 12: DMF verbessert die Ansprechbarkeit der T-Zellen von MS-Patienten fiir eine
Treg-vermittelte Suppression.

A) Schematische Darstellung des in-vitro-Assays zur Untersuchung der Supprimierbarkeit von T-
Zellen. Treg-depletierte PBMC aus gesunden Spendern (HCg1, grau) und MS-Patienten nach
DMF-Therapie (DMF, griin) wurden mit isolierten Treg eines unabhéngigen dritten gesunden
Spenders HCy2 kokultiviert und mit anti-human CD3 mAk polyklonal stimuliert. Die T-Zell-Prolife-
ration wurde durch den Einbau von 3H-Tdr an Tag 3 bestimmt. B) Dargestellt ist ein reprasentati-
ves Ergebnis eines Suppressionsassays mit Treg-depletierten PBMC eines gesunden Spenders
(HC, grau) und eines MS-Patienten unter DMF-Therapie (DMF, griin). Die Stimulation der PBMC
in Abwesenheit von Treg diente als Kontrolle. In einem zusétzlichen Kontrollansatz wurden die
isolierten Treg des unabhéngigen dritten gesunden Spenders aktiviert und alleine kultiviert. C)
Das Diagramm zeigt die Suppression + SD der T-Zellen aus n=12 unabhéngigen Experimenten
mit gesunden Spendern, MS-Patienten und MS-Patienten nach DMF-Therapie bei einem
Treg:Teff-Verhéltnis von 1:4. Jeder Punkt entspricht einem individuellen Spender.
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Treg supprimieren den gesamten Aktivierungsprozess von T-Zellen. Neben
der Proliferation wird auch die Bildung inflammatorischer Zytokine inhibiert. Um
den Einfluss der DMF-Therapie auf die Zytokinproduktion der T-Zellen zu bestim-
men, wurde in einem weiteren Versuch die Produktion der inflammatorischen Zy-
tokine IFN-y und TNF-a untersucht. Beide Zytokine werden nach Aktivierung se-
zerniert und sind mit dem Fortschreiten der MS-Erkrankung assoziiert (58). Fur
die geplanten Untersuchungen wurden Kulturuberstande aus den jeweiligen An-
satzen entnommen (72 Stunden nach Start des Suppressionsassays) und die
Konzentration an IFN-y und TNF-a durchflusszytometrisch mittels Cytometric
Bead Arrays (CBA) bestimmt. In stimulierten Teff von MS-Patienten nach DMF-
Therapie und gesunden Spendern war eine ahnliche Produktion von IFN-y und
TNF-a zu beobachten (Abbildung 13). In Anwesenheit von Treg (Treg:Teff-Ver-
haltnis 1:1) wurde die Produktion an IFN-y und TNF-a erheblich unterdrickt, was
die vergleichbare Treg-Sensitivitat der T-Zellen aus gesunden Spendern und the-
rapierten MS-Patienten widerspiegelt.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass DMF die erhdhte Aktivitat der
T-Zellen in MS-Patienten inhibiert und in der Folge deren Ansprechbarkeit fur

eine Treg-vermittelte Immunsuppression wiederherstellt.
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Abbildung 13: Analyse des Zytokinprofils in Kulturiiberstianden.

72 Stunden nach Start des Suppressionssassays wurden Ubersténde entnommen und die Kon-
zentration der Zytokine IFN-y und TNF-a bestimmt. Dargestellt ist der Median aus n=6 unabhén-
gigen Experimenten.
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4.1.3 T-Zellen aus therapierten MS-Patienten weisen eine normalisierte
IL-6R-Expression auf

Die Treg-Resistenz von T-Zellen ist mit Anderungen in der IL-6-Produktion und
IL-6-Signallibertragung assoziiert. Sowohl eine erhohte IL-6R-Expression als
auch eine beschleunigte Kinetik der IL-6-Bildung fuhren zu einer reduzierten An-
sprechbarkeit der T-Zellen flr Treg-vermittelte Suppressionsmechanismen (43,
44). Da DMF die Treg-Sensitivitat in T-Zellen von MS-Patienten wiederherstellen
konnte, lag es nahe, den Einfluss von DMF auf die IL-6-Bildung zu analysieren.
Hierfur wurde die IL-6R-Expression auf T-Zellen von gesunden Spendern, unbe-
handelten MS-Patienten und Patienten nach DMF-Behandlung durchflusszyto-
metrisch untersucht. Dabei zeigte sich, dass T-Zellen von unbehandelten MS-
Patienten durchschnittlich eine 3-fach erhdhte IL-6R-Expression im Vergleich zu
T-Zellen von gesunden Spendern aufwiesen (Abbildung 14A, B). Diese signifi-
kant erhdhte Expression war bei T-Zellen aus MS-Patienten nach DMF-Therapie
nicht zu beobachten. Diese Beobachtung deutete darauf hin, dass DMF in die IL-

6-Signaltransduktion eingreift und die Zytokinproduktion normalisiert.

Abbildung 14: DMF norma-
lisiert die IL-6R-Expression
auf T-Zellen von MS-Patien-
ten.

A) Dargestellt sind reprédsen-
tative Ergebnisse zur durch-
flusszytometrischen Analyse
des IL-6R auf T-Zellen in ge-
sunden Spendern HC (grau),
unbehandelten MS-Patienten
(rot) und Patienten nach
DMF-Therapie (griin).
Schwarz: isotypische Kon-
trolifdrbung, B) Kumulierte
Daten zur IL-6R-Expression
aus n=8 Versuchen: Darge-
stellt ist die mittlere IL-6R-Ex-
pression + SD von MS und
TR s DMF relativ zur Expression in

MS DMF
IL-6-Rezeptor HC (gestrichelte Linie).
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4.2 In-vivo-Untersuchungen zur Treg-Resistenz in MS-
Patienten nach Dimethylfumarat-Therapie

Die bisherigen Untersuchungen fokussierten sich auf Einflusse der DMF-Thera-
pie auf die Immunregulation von T-Zellen in vitro. Es zeigte sich, dass DMF die
Sensitivitat von T-Zellen der MS-Patienten fur die Treg-vermittelte Suppression
deutlich verbessert, was mit einer Reduktion der IL-6R-Expression und folglich
einer Anderung der IL-6-Signallibertragung einherging.

Mit Hilfe des Suppressionsassays konnen allerdings nur einige wenige Para-
meter einer Treg-vermittelten Suppression analysiert werden. Aus diesem Grund
wurden zusatzliche in-vivo-Untersuchungen in einem humanisierten Mausmodell
der Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (engl.: Graft-versus-Host disease, GvHD)
durchgefuhrt. In diesem Modell fuhrt der Transfer von humanen Immunzellen in
immundefiziente Mause zur Induktion einer GvHD, die gekennzeichnet ist durch
Entztiindungen der Leber (Hepatitis), des Darms (Colitis) und der Haut (Dermati-
tis). In der Folge verlieren die Tiere erheblich an Gewicht. Die GvHD ist eine T-
Zell-vermittelte Entzindungsreaktion: CD4* T-Zellen werden aktiviert und diffe-
renzieren zu aggressiven T-Effektorzellen, die gegen das Gewebe der Maus re-
agieren und starke Gewebsschadigungen verursachen. Der zusatzliche Transfer
von aktivierten Treg kann die Ausbildung der GvHD unterdrucken (52). Eine er-
folgreiche Unterdriickung der GvHD hangt u.a. davon ab, wie effizient die Bildung
von T-Effektorzellen supprimiert wird. Aus den in-vitro-Untersuchungen war be-
kannt, dass eine DMF-Therapie die gestorte Treg-Sensitivitat von T-Zellen in MS-
Patienten deutlich verbessern kann. Ob dieser Effekt effizient genug ist, um auch
die Entstehung von T-Effektorzellen und die Ausbildung einer GvHD in vivo zu

verhindern, sollte in dem Mausmodell analysiert werden.

4.2.1 Der Transfer Treg-resistenter T-Zellen fiihrt zur Ausbildung einer
schwerwiegenden GvHD

In ersten in-vivo-Experimenten wurde die Ausbildung einer GvHD nach dem
Transfer peripherer Immunzellen (engl.: peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) aus unbehandelten MS-Patienten und gesunden Spendern vergleichend
untersucht. Die bendtigten PBMC wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation

aus Blutproben der Spender isoliert. Da Treg bei MS-Patienten funktionell gestort
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sind (36), erfolgte in einem nachsten Schritt die Depletion intrinsischer Treg, um
die T-Zell-Funktion in Abwesenheit von patientenspezifischen Treg analysieren
zu kénnen. Parallel hierzu wurden funktionell aktive Treg aus einem unabhangi-
gen dritten gesunden Spender isoliert. Zur Einleitung des in-vivo-Versuchs wur-
den 5x108 Treg-depletierte PBMC der jeweiligen Spender in immundefiziente
Rag2yc’-Mause (1-4 Tage alt) intraperitoneal injiziert. Ein Teil der M&ause erhielt
zusatzlich 5x10° Treg des unabhangigen dritten gesunden Spenders zusammen
mit 5 ug gp120 intraperitoneal appliziert (Abbildung 15). Gp120 bindet an das
CD4-Molekul auf der Oberflache von Treg und induziert hierdurch eine Signal-
kaskade, die spezifisch die suppressive Funktion von Treg aktiviert (54). Als Kon-
trollgruppe dienten unbehandelte Mause ohne Transfer humaner Immunzellen.
Diese Gruppe war notwendig, um die Symptomatik der GvHD-Entwicklung beur-
teilen zu kdnnen. Nach Versuchsstart wurden die Tiere Uber einen Zeitraum von

ca. 6 Wochen beobachtet und die Gewichtszunahme sowie Uberlebensrate do-

kumentiert.
HC#1 HC#Z
(unabhangiger
PBMC 3. Spender)
Treg-depl.
oder Depletion der oder PBMC Treg « Isolation
MS intrinsischen Treg von Treg PBMC
PBMC Transferin Rag2--yc
v
HC. MS y" | ca.6Wochen
oder ® /gl —_—

o) .).0. /\ |p*
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1 5x10°Treg + 5 ug gp120 il oL Schutz vor GvHD?
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des in-vivo-Versuchs.

Aus dem peripheren Blut eines gesunden Spenders (HCu1, grau) und MS-Patienten (MS, rot)
wurden PBMC isoliert und anschlieSend die intrinsischen Treg depletiert. Parallel hierzu erfolgte
die Isolation von Treg aus PBMC eines unabhéngigen dritten gesunden Spenders (HCyz,
schwarz). AnschlieBend wurden 5x10° Treg-depletierte PBMC von HC# oder MS + 5x10° Treg +
5 ug gp120 in neugeborene Rag2” yc”-Méuse intraperitoneal (i.p.) transferiert. Als Kontrollgruppe
dienten unbehandelte M&use ohne Transfer humaner Immunzellen. Die Gewichtszunahme und
Uberlebensrate der Tiere wurde (iber einen Zeitraum von ca. 6 Wochen dokumentiert.
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Der alleinige Transfer Treg-depletierter PBMC aus MS-Patienten bzw. gesun-
den Spender fuhrte zur Ausbildung einer letal verlaufenden GvHD, die durch eine
starke Gewichtsreduktion und friihes Versterben der Versuchstiere gekennzeich-
net war (Abbildung 16A+B, graue und rote Kreise). Im Vergleich zu gesunden
Spendern, waren T-Zellen aus den MS-Patienten aggressiver. Die GvHD-Symp-
tome traten wesentlich friher auf und die Mause verstarben bereits zehn Tage
nach PBMC-Transfer, wohingegen eine letale Entwicklung in der Vergleichs-
gruppe mit PBMC aus gesunden Spendern erst ab Tag 20 zu beobachten war
(Abbildung 16B, graue und rote Kreise).

Eine zusatzliche Applikation aktivierter Treg (PBMC:Treg 10:1) konnte die
GvHD-Entwicklung in Mausen, die PBMC aus gesunden Spendern erhielten, fast
vollstandig unterdricken. Diese Tiere zeigten zwar eine leichte Reduktion der
Gewichtszunahme, dennoch Uberlebten sie alle die Behandlung (Abbildung
16A+B, graue Dreiecke). Im Vergleich hierzu bot der zusatzliche Transfer akti-
vierter Treg in Mausen, die PBMC aus MS-Patienten erhielten, keinen Schutz vor
einer GvHD-Entwicklung. Die Tiere wiesen eine starke Gewichtsabnahme auf,
was letztendlich zum Versterben aller Versuchstiere fihrte (Abbildung 16A+B,

rote Dreiecke).
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Abbildung 16: T-Zellen aus dem Blut von MS-Patienten induzieren eine GvHD, die durch
aktivierte Treg nicht unterdriickt werden kann.
Treg-depletierte PBMC von unbehandelten MS-Patienten (MS) oder gesunden Spendern (HC)
aktivierte Treg wurden in neugeborene Rag2” yc”-Mé&use intraperitoneal transferiert und tiber ei-
nen Zeitraum von ca. 6 Wochen die Gewichtszunahme und Uberlebensrate dokumentiert.
A) Dargestellt ist die durchschnittliche Gewichtszunahme + SD von n=5 Mé&usen pro Gruppe (ber
einen Zeitraum von 45 Tagen nach Transfer der Inmunzellen. 1 symbolisiert das Versterben aller
Versuchstiere innerhalb einer Gruppe. Als Kontrolle dienten unbehandelte Méuse (d). C) Die

Kaplan-Meier-Kurven zeigen das Uberleben der Méuse in den jeweiligen Gruppen bis Tag 45
nach PBMC-Transfer (Versuchsende).
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Neben der Gewichtszunahme und Uberlebensrate wurden auch die klinischen
Symptome der Versuchstiere analysiert. Nach dem Transfer Treg-depletierter
PBMC aus gesunden Spendern und MS-Patienten entwickelten die Tiere eine
GvHD, die sich durch schwere klinische Symptome in Leber (Anzeichen einer
Fibrose, erhohte GPT-Level) und Darm (blutiger Stuhl) auszeichnete (Abbildung
17A, B). Die Ausbildung dieser schwerwiegenden GvHD-Symptome wurde durch
den Transfer aktivierter Treg in Mausen, die zuvor PBMC eines gesunden Spen-
ders erhielten, vollstandig unterdriickt. Im Gegensatz hierzu konnten in Mausen,
denen PBMC aus MS-Patienten und aktivierte Treg appliziert wurden, schwere

Entzindungen der Leber und des Darms nachgewiesen werden.
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Abbildung 17: Analyse der klinischen Symptome einer GvHD in humanisierten Mdusen.
A) Die Abbildungen zeigen reprdsentative Aufnahmen der Leber und des Darms einzelner Méuse
aus den jeweiligen Versuchsgruppen. Die isolierten Organe unbehandelter Mduse dienten als
Kontrolle um den Schweregrad der Leber-und Darmentziindung abschétzen zu kénnen. B) Das
Balkendiagramm fasst die durchschnittliche GPT-Konzentration + SD im Serum von n=5 M&dusen
pro Gruppe zusammen.
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Diese Beobachtungen bestatigten die Ergebnisse aus den in-vitro-Untersu-
chungen: Aufgrund der bestehenden Treg-Resistenz in T-Zellen von MS-Patien-
ten konnte die Aktivierung und Differenzierung der T-Zellen nicht erfolgreich
durch Treg supprimiert werden. Die Tiere entwickelten eine GvHD mit schweren

klinischen Symptomen.

4.2.2 DMF verbessert die Inmunregulation von T-Zellen aus dem Blut von
therapierten MS-Patienten im Mausmodell der GvHD

In vorherigen in-vitro-Untersuchungen konnte eine deutliche Verbesserung
der Supprimierbarkeit von T-Zellen aus MS-Patienten nach DMF-Therapie beo-
bachtet werden. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte nun in den nachsten in-
vivo-Experimenten analysiert werden, ob Treg die Entstehung von
T-Effektorzellen und die Ausbildung einer GvHD in Mausen nach dem Transfer
Treg-depletierter PBMC aus DMF-therapierten MS-Patienten verhindern kénnen.
Der Versuchsablauf erfolgte analog zu 4.2.1: 5x10° Treg-depletierte PBMC von
gesunden Spendern (HC) bzw. MS-Patienten nach DMF-Therapie (DMF) wurden
in neugeborene Rag2”yc’~-Mause intraperitoneal transferiert. Ein Teil der Mause
erhielt zusatzlich 5x10° Treg zusammen mit 5 ug gp120 (Abbildung 18A).

Es konnte eine vergleichbare Kinetik der GvHD-Entwicklung nach dem Trans-
fer von Immunzellen aus therapierten MS-Patienten bzw. gesunden Spendern
beobachtet werden, die in beiden Versuchsgruppen letal verlief (Abbildung 18B,
graue und grune Kreise). Durch den zusatzlichen Transfer aktivierter Treg wurde
die Induktion dieser letal verlaufenden GvHD in beiden Versuchsgruppen erfolg-
reich unterdriickt, was sich in einer deutlich erhéhten Uberlebensrate duRerte
(Abbildung 18B, graue und griine Dreiecke).

Die DMF-Therapie modulierte offensichtlich die Funktion von T-Zellen der MS-
Patienten und stellte die Ansprechbarkeit fur eine Treg-vermittelte Suppression
wieder her. Aufgrund der verbesserten Ansprechbarkeit konnte die Aktivierung
und Differenzierung der T-Zellen erfolgreich durch Treg unterdrickt werden und

somit die Ausbildung einer GvHD verhindert werden.
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Abbildung 18: DMF verbessert wesentlich die Treg-Sensitivitit von T-Zellen in MS-
Patienten.

A) Schematische Darstellung des in-vivo-Versuchs. 5x10° Treg-depletierte PBMC von DMF-the-
rapierten MS-Patienten (DMF) bzw. gesunden Spendern (HC) + 5x10° Treg + 5 ug gp120 wurden
in neugeborene Rag2”yc”-Méuse transferiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Méuse (D).
Die Gewichtszunahme und Uberlebensrate der Tiere wurde (iber einen Zeitraum von ca. 6 Wo-
chen dokumentiert. B) Dargestellt ist das Uberleben der Tiere (n=5 Méuse pro Gruppe) iiber einen
Zeitraum von 35 Tagen nach Transfer der Immunzellen.

4.2.3 Treg reduzieren den Anteil aktivierter und proliferierender
CD4* T-Zellen aus DMF-behandelten MS-Patienten in vivo

Die Einwanderung von humanen CD4* T-Zellen in die Milz immundefizienter
Mause stellt den ersten und essentiellen Schritt fur die Ausbildung einer GvHD
dar. Dort angekommen werden T-Zellen aktiviert und differenzieren in autoag-
gressive T-Effektorzellen. Der Nachweis humaner T-Zellen in der Milz ist ein fri-
her Parameter der entstehenden GvHD und wurde vergleichend nach dem

Transfer von Treg-depletierten PBMC aus gesunden Spendern, unbehandelten
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MS-Patienten und DMF-therapierten Patienten + Treg eines unabhangigen ge-
sunden Spenders untersucht. Fir diese Analysen wurden die Mause bereits acht
Tage nach Ubertragung der humanen Immunzellen abgetdtet und der Anteil hu-
maner T-Zellpopulationen in den Milzen durchflusszytometrisch bestimmt. Nach
dem Transfer Treg-depletierter PBMC konnte bei allen Versuchsgruppen ein ver-
gleichbarer Anteil humaner CD45* Immunzellen nachgewiesen werden (Tabelle
5).

Tabelle 5: Anteil humaner CD45*Zellen in der Milz acht Tage nach dem Transfer humaner

Immunzellen.
HC HC+Treg MS MS+Treg DMF DMF+Treg
huCD45* 577 1,77+0,28 387+ 280086 7,41z 0,79 =
Zellen [%] 3,89 0,52 3,06 0,15

Treg-depletierte PBMC von gesunden Spendern, unbehandelten MS-Patienten und DMF-thera-
pierten Patienten wurden * Treg eines unabhéngigen gesunden Spenders in neugeborene Rag2
~yc”-Mé&use transferiert. Acht Tage nach PBMC-Transfer wurden die Méuse abgetétet, die Milzen
aufgearbeitet und der Anteil humaner CD45* Zellen bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM von n=5 Méusen pro Gruppe.

Der einmalige Transfer aktivierter Treg reduzierte den Anteil humaner Zellen
in den Milzen um bis zu 80 % in den Versuchsgruppen, denen zuvor PBMC ge-
sunder Spendern bzw. DMF-therapierter MS-Patienten transferiert wurden.
Keine Reduktion konnte in Tieren nachgewiesen werden, denen PBMC aus un-
behandelten MS-Patienten mit Treg injiziert wurden (Tabelle 5, Abbildung 19A,
B). Dieses Ergebnis zeigte, dass aktivierte Treg auch in dem in-vivo-Modell die
Proliferation und Differenzierung Treg-resistenter T-Zellen aus dem Blut von MS-

Patienten nicht effizient inhibieren konnten.
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Abbildung 19: Durchflusszytometrische Analyse humaner CD45* Immunzellen aus der Milz
humanisierter Mduse.

A) Dargestellt ist ein reprédsentatives Ergebnis zur durchflusszytometrischen Analyse des Anteils
CDA45* Zellen in der Milz acht Tage nach Ubertragung von PBMC (+ Treg) aus gesunden Spen-
dern (HC), therapienaiven MS-Patienten (MS) oder DMF-behandelte Patienten (DMF). B) Das
Balkendiagramm fast die durchschnittliche Abnahme humaner CD45" Zellen (in %) + SEM von
n=5 Mé&usen pro Gruppe zusammen.

Durch die Bestimmung der Zellzahlen in der Milz konnte nur indirekt auf die
Proliferation eingewanderter T-Zellen geschlossen werden. Deshalb wurde in zu-
satzlichen Analysen der Aktivierungsgrad und die Proliferation der T-Zellen ex
vivo bestimmt. Hierfur wurde die Expression des Aktivierungsmarkers CD25, der
a-Untereinheit des Interleukin-2-Rezeptors und die Produktion des pro-inflamm-
atorischen Zytokins IFN-y analysiert. Der Nachweis proliferierender T-Zellen
wurde Uber die Expression des Ki-67 Proteins bestimmt. In den Mausen, die zu-
vor mit Treg-sensitiven PBMC behandelt wurden, konnte nur eine geringe Ex-
pression von CD25, Ki-67 und IFN-y-produzierenden T-Zellen beobachtet werden
(Abbildung 20A, B). Jedoch konnten Treg den Anteil an aktivierten und proliferie-
renden T-Zellen in Mausen, die mit Treg-resistenten PBMC aus MS-Patienten

behandelt wurden, nicht effizient reduzieren.
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Dies deutete darauf hin, dass transferierte Treg die entzindliche T-Zell-Reak-
tion unterdriicken, indem sie frihzeitig den Aktivierungsprozess der CD4* T-Zel-
len inhibieren und deren Proliferation und Differenzierung supprimieren. Eine ef-
fiziente Unterdriickung der GvHD ist hierbei abhangig von der Sensitivitat der T-
Zellen fur eine Treg-vermittelte Suppression. Funktionell aktive Treg kdnnen eine
GvHD-Induktion durch Treg-sensitive T-Zellen erfolgreich unterdricken, aber
nicht die Aktivierung Treg-resistenter T-Zellen aus dem Blut unbehandelter MS-

Patienten.
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Abbildung 20: Verringerter Anteil aktivierter und proliferierender CD4* T-Zellen in vivo
durch Treg-vermittelte Suppression.

Acht Tage nach Ubertragung der humanen Immunzellen + Treg wurden die Mé&use abgetétet und
die Expression von Ki-67, CD25 und IFN-y innerhalb CD4* T-Zellen ex vivo bestimmt.
A) Dargestellt ist ein reprédsentatives Ergebnis zur durchflusszytometrischen Analyse der Ki-67-
Expression. Hierfiir wurden die Zellen zunéchst fixiert, permeabilisiert und anschlie3end mit anti-
Ki-67 mAk inkubiert. B) Die Balkendiagramme zeigen die durchschnittliche Abnahme an CD25*
oder IFN-y* T-Zellen durch Treg-Transfer + SEM. Abgebildet sind die kumulierten Daten aus n=5
Méusen pro Gruppe.
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4.3 Molekularbiologische Untersuchungen zur Rolle der
Phosphatase PTEN in der Entstehung einer Treg-
Resistenz

In den letzten Jahren fokussierten sich einige Forscher auf die Identifizierung
molekularer Signalwege, die mit der Treg-Resistenz in T-Zellen assoziiert sind.
Hierbei spielen zum einen extrazellulare Faktoren wie IL-6 eine wesentliche
Rolle. Erhdhte Konzentrationen an IL-6 sowie eine dysregulierte IL-6-Produktion
sind deutlich an der Pathogenese verschiedener chronischer Autoimmunerkran-
kungen wie Multipler Sklerose, rheumatoider Arthritis, Morbus Crohn und Typ-1-
Diabetes beteiligt (59-62). Studien von Trinschek et al. zeigten eine beschleu-
nigte IL-6-Produktion in T-Zellen von RRMS-Patienten nach TZR-vermittelter Ak-
tivierung. Diese gestorte IL-6-Produktion korrelierte mit einer erhdhten IL-6R-Ex-
pression und einer verminderten Ansprechbarkeit der T-Zellen auf die Treg-ver-
mittelte Immunsuppression (43).
Die Stimulation des IL-6R, durch Bindung seines Liganden IL-6, induziert die Ak-
tivierung verschiedenster intrazellularer Signallbertragungsmechanismen, wie
beispielsweise dem JAK-STAT-Signalweg (63, 64) oder dem PI3K-Akt-Signal-
weg (65, 66). Im Kontext der MS stellt der Aktivierungszustand der PKB/c-Akt
einen kritischen Faktor fur die Ausbildung einer Treg-Resistenz in T-Zellen dar
(67). In Studien mit Treg-resistenten T-Zellen aus dem peripheren Blut von un-
behandelten MS-Patienten wurde eine Hyperaktivierung der PKB/c-Akt nachge-
wiesen. Die Hemmung der PKB/c-Akt-Aktivierung durch spezifische Inhibitoren
konnte die Empfindlichkeit der T-Zellen fur die Treg-vermittelte Suppression wie-
derherstellen (43). Die Mechanismen, die letztendlich zu einer Hyperaktivierung
der PKB/c-Akt in T-Zellen von MS-Patienten flihren, sind nicht vollstandig geklart.
Daher fokussierten wir uns in weiteren Versuchen auf die Analyse spezifischer
Proteine, die die Aktivierung und Inaktivierung von PKB/c-Akt regulieren. Die
Phosphatase PTEN (engl.: phosphatase and tensin homolog) ist ein wichtiger
negativer Regulator der PKB/c-Akt-Aktivierung. PTEN dephosphoryliert Phos-
phatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) zu Phosphatidylinositol-4,5-bisphos-
phat (PIP2), wodurch weniger PIP3 flr die Akt-Aktivierung zur Verfigung steht
und infolgedessen der Akt-Signalweg gehemmt wird (68, 69).

Ziel dieser Folgeversuche war es, die Funktion von PTEN im Kontext der Treg-

Resistenz naher zu analysieren. Hierfur wurde die Expression von PTEN in T-
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Zellen aus unbehandelten MS-Patienten und gesunden Spendern vergleichend
untersucht. Es sollte Uberpruft werden, ob die beobachtete Hyperaktivierung der
PKB/c-Akt auf eine gestorte PTEN-Expression in T-Zellen von MS-Patienten zu-

ruckzufihren ist und folglich mit einer Treg-Resistenz assoziiert werden kann.

4.3.1 Beschleunigte Abnahme der PTEN-Expression in Teff von MS-
Patienten

Zunachst wurde die PTEN-Proteinexpression in T-Zellen von unbehandelten MS-
Patienten und gesunden Spendern vergleichend analysiert. HierfUr wurden
CD4*CD25  T-Zellen aus dem peripheren Blut der Spender isoliert und fur 2, 16
und 24 h mit anti-CD3 und anti-CD28 mAKk polyklonal aktiviert. Ruhende T-Zellen
dienten als Kontrolle. Die T-Zellen wurden zu den jeweiligen Zeitpunkten nach
Aktivierung geerntet und die Proteine extrahiert. Die PTEN-Proteinexpression
wurde anschlieRend mittels SDS-PAGE und Western Blot untersucht (Abbildung
21A).

Im ruhenden Zustand wiesen T-Zellen von MS-Patienten und gesunden Spen-
dern eine ahnliche PTEN-Expression auf. Nach polyklonaler Aktivierung konnte
eine beschleunigte Abnahme der PTEN-Proteinexpression in T-Zellen von MS-
Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern beobachtet werden. CD4* T-Zel-
len aus gesunden Spendern zeigten erst 24 h nach Aktivierung eine deutliche
Reduktion der PTEN-Expression, wohingegen in T-Zellen von MS-Patienten be-
reits 2 h nach Aktivierung eine signifikante Abnahme nachgewiesen werden
konnte (Abbildung 21B, C). Parallel wurde das Expressionslevel der PTEN
MRNA in CD4* T-Zellen vor und nach polyklonaler Aktivierung mittels PCR be-
stimmt. Der Elongationsfaktor 1A (engl.: eukaryotic translation elongation factor
1A, eEF1A) wurde hierbei als Haushaltsgen mitgefuhrt. Die Ergebnisse zeigten
vergleichbare Expressionslevel der PTEN mRNA in ruhenden T-Zellen aus MS-
Patienten und gesunden Spendern (Abbildung 21D). Zwei Stunden nach polyklo-
naler Aktivierung wiesen T-Zellen von gesunden Spendern eine deutliche Hoch-
regulation der PTEN mRNA auf, die in T-Zellen unbehandelter MS-Patienten
nicht beobachtet werden konnte (Abbildung 21E).



4 Ergebnisse s

A
HCoderlvIS CD4* Joy .
CD25 ivierung fur
—— 2,16, 24 h mitanti- —s /F*)naly_se vor P;Ejr:
0 @® CD3/CD28 mAk (Protein und mRNA)
Joder ©
B _HC ¢ n.s. O HC
0 2 16 24 [h] c 1.5494 — . o MS
a Fkk
——— s mmm s | PTEN g o 0.
Q 1.0 o
..-lB-Aktin in] 9‘ g. %
Z @. ..
L & O
0 2 16 24 [h] p 0.5 - o®
=
— e s S PTEN =
(0]
- ® 0.0+— : : .
—— e sssmam 3 - Aktin 0 5 16 o2
Stunden nach Aktivierung
D E
ruhend aktiviert
<z( 2.5
~'?]  p=0.1643 Z2
T i E201 o
'D 87 < o=9s0
5 ° E 1.57 o
i O ) ®
= ()
Q 47 2
% 1 & 0.5 o}
? ' 0.0 - :
HC MS HC MS

Abbildung 21: Beschleunigte Abnahme der PTEN-Proteinexpression in MS T-Zellen nach
Aktivierung.

A) Schematische Darstellung zum Versuchsablauf. B) Der Western Blot zeigt die PTEN-Protein-
expression von CD4*CD25 T-Zellen aus gesunden Spendern (HC) und MS-Patienten (MS) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Aktivierung mit 0,5 ug/ml anti-CD3 und 1 ug/ml anti-CD28 mAKk.
Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von n=5 Experimenten. Als Ladekontrolle wurde (-
Aktin mitgefiihrt. C) Densitometrische Analyse der PTEN-Proteinexpression in CD4*CD25 T-Zel-
len zu verschiedenen Zeitpunkten nach polyklonaler Aktivierung. Die PTEN-Expression wurde
auf die entsprechende [-Aktin-Kontrolle normalisiert. Jeder Punkt représentiert die PTEN-Expres-
sion eines einzelnen Spenders (n=5). D) Relative Expression der PTEN mRNA in ruhenden
CD4*CD25 T-Zellen von HC und MS. Dargestellt ist die mittlere PTEN-Expression
ACt (PTEN/eEF1A) £ SD von jeweils n=14 Spendern. E) Relative PTEN mRNA zwei Stunden
nach Aktivierung mit 0,5 ug/ml anti-CD3 und 1 ug/ml anti-CD28 mAK. Hierbei wurde die PTEN-
Expression in aktivierten T-Zellen auf die PTEN-Expression in der entsprechenden unstimulierten
Kontrolle normalisiert. Jeder Punkt représentiert einen einzelnen Spender (n=14).
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4.3.2 Modulation der PTEN-Expression in CD4* T-Zellen gesunder Spender

Anhand der vorherigen Untersuchungen konnte ein verandertes PTEN-Expres-
sionsmuster in T-Zellen von MS-Patienten nach TZR-vermittelter Aktivierung
nachgewiesen werden. Um zu analysieren, welchen Einfluss eine Anderung der
PTEN-Expression auf die Supprimierbarkeit von T-Zellen hat, wurden PTEN-
Knockdown-Versuche mit T-Zellen aus dem peripheren Blut von gesunden Spen-
dern durchgefluhrt. Eine Reduktion der PTEN-Expression konnte zu einer Hyper-
aktivierung der PKB/c-Akt und folglich zu einer verminderten Ansprechbarkeit fur
die Treg-vermittelte Suppression fuhren.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden frisch isolierte CD4*CD25" T-Zellen
mit einer PTEN-spezifischen siRNA transfiziert und fur 24 bis 48 h bei 37 °C und
5 % COz2 im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurde die PTEN-Expression der
transfizierten T-Zellen auf mRNA- und Proteinebene uUberprift. Parallel zu den
molekularbiologischen Untersuchungen wurde die Supprimierbarkeit der behan-

delten T-Zellen im in-vitro-Suppressionsassay bestimmt (Abbildung 22).

@ CD4*
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Abbildung 22: Experimenteller Aufbau der PTEN-Knockdown-Versuche.
Negativ angereicherte CD4*CD25  T-Zellen aus einem gesunden Spender (HC) wurden mit einer

PTEN-spezifischen siRNA transfiziert und fiir 24 bis 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 5
% CO: inkubiert. Als Kontrolle dienten T-Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA behandelt wurden.
Die Effizienz des Knockdowns wurde mittels gRT-PCR und Western Blot bestimmt. Parallel hierzu
wurde die Supprimierbarkeit der transfizierten T-Zellen in einem in-vitro-Suppressionsassay un-
tersucht.
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Als intrinsische Kontrolle der Transfektion wurde ein Teil der T-Zellen mit einem
Plasmid behandelt, welches das ,Green Fluorescent Protein“ (GFP) kodierte. 24
h nach Transfektion erfolgte die Analyse des PTEN-Knockdowns mittels qRT-
PCR sowie die durchflusszytometrische Bestimmung der GFP-Expression. Ins-
gesamt wurden neun unabhangige PTEN-Knockdown-Versuche durchgefuhrt.
Die Knockdown-Effizienz reichte hierbei von 66-81 % (Tabelle 6).

Tabelle 6: Effizienz des PTEN-Knockdowns in CD4*CD25 T-Zellen gesunder Spender.

Versuch #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9
PTEN-Knock- 74 80 81 67 80 72 69 66 75
down [%]
Kontrolle GFP* 61 70 65 63 69 59 57 63 68
Zellen [%]

Isolierte CD4*CD25 T-Zellen aus dem peripheren Blut gesunder Spender wurden mit einer
PTEN-spezifischen siRNA elektroporiert. Zur Kontrolle der Transfektion wurde ein Teil der T-Zel-
len mit einem GFP-Plasmid behandelt. 24 Stunden nach Elektroporation wurde der PTEN-Knock-
down mittels qRT-PCR bestimmt. Die Analyse der GFP-Expression in den Kontrollansétzen er-
folgte mittels Durchflusszytometrie. Die Tabelle fasst die Knockdown-Effizienz von n=9 unabhén-
gigen Versuchen zusammen.

Die Analyse der PTEN-Proteinexpression erfolgte mittels SDS-PAGE und
Western-Blot. Hierflir wurden mindestens 2x108 T-Zellen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Transfektion gesammelt und die Proteine extrahiert. An-
schlieBend wurden die Proteine unter denaturierten und reduzierenden Bedin-
gungen in einer Gel-Elektrophorese aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Uber-
tragen und die Proteinexpression mit Hilfe HRP-gekoppelter Antikdrper bestimmt.
48 h nach Transfektion konnte in den T-Zellen ein Knockdown des PTEN-Pro-
teins von durchschnittlich 74,1 £ 6,6 % nachgewiesen werden (Abbildung 23A,
B).
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Abbildung 23: Analyse des PTEN-Knockdowns auf Proteinebene.

A) Der Western Blot zeigt die PTEN-Expression von CD4*CD25  T-Zellen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Transfektion mit Kontroll-siRNA (@) und PTEN-spezifischer siRNA. Als Lade-
kontrolle wurde S-Aktin mitgefiihrt. B) Densitometrische Analyse der PTEN-Expression 24, 48
und 72 h nach Transfektion. Die PTEN-Expression jeder Probe wurde zunéchst auf die entspre-
chende p-Aktin-Kontrolle normalisiert und anschlie3end mit der PTEN-Expression in T-Zellen, die
mit einer Kontroll-siRNA transfiziert wurden, in Relation gesetzt. Dargestellt sind die Ergebnisse
aus n=3 unabhéngigen Versuchen.

4.3.3 PTEN-Knockdown blockiert die Supprimierbarkeit von CD4* T-Zellen
durch regulatorische T-Zellen

Die Transfektion mit einer PTEN-spezifischen siRNA fuhrte zu einer erfolgreichen
Reduktion der PTEN-Expression auf mMRNA- und Proteinebene. Da die Phospha-
tase PTEN einen wichtigen Gegenspieler der Akt-Aktivierung darstellt, unter-
suchten wir in nachfolgenden Experimenten zuerst den Phosphorylierungsgrad
der PKB/c-Akt in T-Zellen mit PTEN-Knockdown. Nach TZR-vermittelter Stimula-
tion konnte in diesen Zellen eine verstarkte Phosphorylierung der PKB/c-Akt
(Ser473) nachgewiesen werden. Die basale Expression der Proteinkinase wurde
durch die Modulation der PTEN-Expression nicht beeinflusst (Abbildung 24A).
Vergleichende Analysen zur IL-6-Bildung zeigten zudem eine beschleunigte Pro-
duktion der IL-6 mRNA in T-Zellen mit PTEN-Knockdown (Abbildung 24B).
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Abbildung 24: Beschleunigte IL-6-Produktion und Aktivierung der PKB/c-Akt in T-Zellen
mit PTEN-Knockdown.

A) Transfizierte CD4*CD25 T-Zellen wurden fiir 0, 15, 30, 45 min mit anti-CD3 und anti-CD28
mAk aktiviert und anschlieBend die Phosphorylierung der PKB/c-Akt mittels Western Blot unter-
sucht. Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis von n=3 unabhéngigen Experimenten. Als La-
dekontrolle wurde S-Aktin mitgefiihrt. B) Transfizierte T-Zellen wurden fiir 4 h mit anti-CD3 und
anti-CD28 mAk stimuliert und die IL-6-mRNA-Expression mittels qRT-PCR bestimmt. Unstimu-
lierte T-Zellen wurden als Kontrolle mitgefiihrt. Die IL-6-mRNA-Expression in aktivierten T-Zellen
wurde auf die mRNA-Expression in der entsprechenden unstimulierten Kontrolle normiert, um die
Anderung der IL-6-mRNA-Expression nach Aktivierung bestimmen zu kénnen. Die Balkendia-
gramme stellen den Mittelwert + SD aus n=5 unabhéngigen Versuchen dar.

Inwieweit die verminderte PTEN-Expression jedoch die Regulierbarkeit der T-
Zellen beeinflusste, sollte in weiterfUhrenden Versuchen analysiert werden. Wie
zuvorin 4.3.2 beschrieben, wurde die Supprimierbarkeit der T-Zellen nach erfolg-
reicher Transfektion in vitro bestimmt. Hierfir wurden die transfizierten T-Zellen
mit frisch isolierten Treg eines unabhangigen zweiten gesunden Spenders ko-
kultiviert und mit anti-CD3 mAk sowie APC stimuliert (Abbildung 25A). Die Akti-
vierung der T-Zellen in Abwesenheit von Treg diente als Kontrolle.

Die Proliferation der T-Zellen nach TZR-vermittelter Aktivierung wurde durch
die Reduktion der PTEN-Expression nicht beeinflusst. In Abwesenheit von Treg
zeigten die T-Zellen der Kontroll- und Knockdownansatze vergleichbare Prolife-
rationsraten. Interessanterweise konnte in Anwesenheit von Treg eine deutlich
verringerte Supprimierbarkeit von T-Zellen mit PTEN-Knockdown festgestellt

werden (Abbildung 25B). Die kumulierten Daten von insgesamt neun unabhangi-
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gen Versuchen zeigten, bei einem Treg:Teff-Verhaltnis von 1:4, eine durch-
schnittliche T-Zell-Suppression von 43,3 + 3,2 % in den Kontrollansatzen und
26,3 £ 2,1 % in den Ansatzen mit PTEN-Knockdown (Abbildung 25C).
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Abbildung 25: PTEN-Knockdown vermindert die Supprimierbarkeit von T-Zellen.

A) Schematische Darstellung des Suppressionsassays: Transfizierte Teff aus HCy wurden mit
Treg eines unabhéngigen zweiten Spenders HCs2 kokultiviert und mit anti-CD3 mAk + APC akti-
viert. Die T-Zell-Proliferation wurde am dritten Tag durch den Einbau von 3H-Tdr bestimmt. B)
Dargestellt ist ein reprdsentatives Ergebnis eines Suppressionsassays mit T-Zellen, die zuvor mit
einer PTEN-spezifischen siRNA behandelt wurden (dunkelgrau). Als Kontrolle dienten T-Zellen,
die mit einer Kontroll-siRNA (@, hellgrau) transfiziert wurden. Die Stimulation der T-Zellen in Ab-
wesenheit von Treg diente als Positivkontrolle. C) Das Box-Diagramm fasst die relative Suppres-
sion bei einem Treg: Teff-Verhéltnis von 1:4 zusammen (n=9 unabhdngige Versuche).
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Durch die Reduktion der PTEN-Expression in T-Zellen gesunder Spender konnte
sowohl eine Hyperaktivierung der PKB/c-Akt als auch eine gesteigerte Bildung
des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 induziert werden. Dies resultierte in ei-
ner verminderten Regulierbarkeit der T-Zellen, die vergleichbar mit der beobach-
teten Treg-Resistenz in MS-Patienten war. Die Phosphatase PTEN scheint eine
bedeutende Rolle bei der Entstehung einer Treg-Resistenz zu spielen. Die Er-
gebnisse lassen vermuten, dass die erhdhte Aktivitat der PKB/c-Akt in MS-T-Zel-

len auf die dysregulierte Abnahme der PTEN-Expression zurlckzufuhren ist.

4.3.4 IL-6 beeinflusst die PTEN-Proteinexpression in aktivierten T-Zellen

Da das pro-inflammatorische Zytokin IL-6 entscheidend an der Entstehung einer
Treg-Resistenz beteiligt ist (43, 44), erfolgten Untersuchungen zum Einfluss von
IL-6 auf die Expression der Phosphatase PTEN. Mit Hilfe dieser Versuche hofften
wir wichtige Erkenntnisse Uber die Ursache der beschleunigten Abnahme der
PTEN-Expression in T-Zellen von MS-Patienten zu erhalten.

Periphere Immunzellen gesunder Spender wurden hierfur mit hohen Konzent-
rationen an IL-6 fur mindestens 16 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und an-
schlieliend CD4*CD25" T-Effektorzellen mittels magnetischer Zellseparation iso-
liert. Im Anschluss wurde die angereicherte T-Zellfraktion funktionell im in-vitro-
Suppressionsassay getestet (Abbildung 26A). Wie bereits in friheren Studien der
Arbeitsgruppe gezeigt wurde (43), fihrte die Vorinkubation mit IL-6 zu einer ver-
minderten Ansprechbarkeit der T-Zellen flr die Treg-vermittelte Suppression (Ab-
bildung 26B). Die Proliferation unbehandelter T-Zellen konnte durch funktionell
aktive Treg effizient unterdruckt werden, wohingegen IL-6-behandelte T-Zellen

eine deutliche Treg-Resistenz aufwiesen.
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Abbildung 26: IL-6 iiberkommt die Treg-vermittelte Suppression.

A) Schematische Darstellung des Suppressionsassays: PBMC aus HC# wurden fiir mindestens
16 h in reinem Medium (grau) oder Medium mit 500 ng/ml IL-6 (blau) bei 37 °C und 5 % CO2 im
Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden CD4*CD25" T-Effektorzellen angereichert und im in-
vitro-Suppressionsassay getestet. Hierfiir wurden die isolierten T-Zellen mit Treg eines unabhan-
gigen zweiten Spenders HCs2 kokultiviert und mit anti-CD3 mAk + APC aktiviert. Nach drei Tagen
wurde die T-Zell-Proliferation durch den Einbau von 3H-Tdr bestimmt. B) Dargestellt ist die durch-
schnittliche Suppression + SD aus n=4 unabhéngigen Suppressionsassays bei einem Treg: Teff-
Verhéltnis von 1:1-1:16. Zur Bestimmung der relativen Suppression wurde die Proliferation der
Ko-Kultur auf die Proliferation von T-Zellen in Abwesenheit von Treg normiert. @: Kultur in reinem
Medium, ohne IL-6.

Die Supprimierbarkeit der unterschiedlich behandelten T-Zellen korrelierte mit
dem Phosphorylierungsgrad von PKB/c-Akt. IL-6-behandelte T-Zellen zeigten
eine signifikant erhdhte Phosphorylierung der PKB/c-Akt (Ser473) im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Abbildung 27A). Hierbei wurde die basale Expression der
Proteinkinase durch Vorinkubation mit IL-6 nicht beeinflusst (Abbildung 27B).
Weitere Untersuchungen liel3en erkennen, dass sich eine Behandlung mit IL-6
auch auf die Expression der Phosphatase PTEN auswirkte. Im ruhenden Zustand
wiesen T-Zellen beider Ansatze (Medium % IL-6) zunachst eine vergleichbare
PTEN-Expression auf. Nach TZR-vermittelter Aktivierung konnte jedoch in IL-6-
behandelten T-Zellen eine deutliche Verminderung der PTEN-Expression nach-
gewiesen werden, die in unbehandelten T-Zellen nicht zu beobachten war (Ab-
bildung 27B, C).
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Abbildung 27: IL-6 vermindert die PTEN-Expression in T-Effektorzellen.

HC PBMC wurden fiir mindestens 16 h in reinem Medium (@, grau) oder Medium + 500 ng/ml IL-
6 (blau) kultiviert. AnschlieBend wurden CD4*CD25 T-Zellen isoliert und die PKB-Phosphorylie-
rung und PTEN-Expression analysiert. A) Links: Dargestellt ist ein reprdsentatives Ergebnis zur
durchflusszytometrischen Analyse der PKB-Phosphorylierung (Ser473) mit der entsprechenden
isotypischen Kontrollfarbung. Rechts: Das Diagramm fasst den durchschnittlichen MFI der PKB-
Phosphorylierung + SD aus n=4 unabhdngigen Versuchen zusammen. Jeder Punkt entspricht
einem individuellen Experiment. B) Der Western Blot zeigt die PTEN- und PKB-Expression vor
und nach 2 h Aktivierung mit 0,5 ug/ml anti-CD3 mAk und 1 ug/ml anti-CD28 mAk. Als Ladekon-
trolle wurde S-Aktin mitgefiihrt. C) Densitometrische Analyse der PTEN-Expression in ruhenden
T-Zellen und 2 h nach polyklonaler Aktivierung. Die PTEN-Expression jeder Probe wurde zu-
néchst auf die entsprechende p-Aktin-Kontrolle normiert. Die PTEN-Expression der aktivierten T-
Zellen wurde anschlieBend mit der PTEN-Expression von ruhenden T-Zellen in Relation gesetzt.
Dargestellt ist die durchschnittliche relative PTEN-Expression + SD aus n=4 unabhéngigen Ver-
suchen.
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Anhand dieser Ergebnisse konnte ein direkter Einfluss von IL-6 auf die Expres-
sion der Phosphatase PTEN bestatigt werden. Die Behandlung mit IL-6 fuhrte zu
einer verstarkten Abnahme der PTEN-Expression nach TZR-vermittelter Aktivie-
rung, was in einer Hyperaktivierung der PKB/c-Akt und folglich in einer ver-
schlechterten Supprimierbarkeit der T-Zellen resultierte.

Zusammengenommen scheint die Regulation von PTEN eine bedeutende
Funktion in der Entstehung eine Treg-Resistenz in T-Zellen von MS-Patienten zu
haben. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das veranderte Expressionsmus-
ter von PTEN in MS-T-Zellen als wesentliche Ursache fir die verstarkte Aktivie-
rung der PKB/c-Akt angesehen werden kann. Neben IL-6 und der PKB/c-Akt
wurde mit PTEN ein weiteres Protein identifiziert, dessen Expression essentiell

fur eine effiziente Immunregulation von T-Zellen ist.
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4.4 Vergleichende Untersuchungen zur Expression von PGC-
1a in T-Zellen von MS-Patienten und gesunden Spendern

Die Mechanismen, die an der gestorten Immunregulation von T-Zellen in MS-
Patienten beteiligt sind, sind noch nicht ausreichend geklart. Aufgrund dessen
wurden in friheren Studien der Arbeitsgruppe weiterfuhrende Untersuchungen
zu dieser Fragestellung durchgefuhrt. Ziel dieser Studien war die Identifizierung
molekularer Signalwege in T-Zellen von MS-Patienten, die in direktem Zusam-
menhang mit ihrer Treg-Resistenz und den beobachteten Veranderungen der IL-
6-Signaltransduktion sowie Aktivierung der PKB/c-Akt standen.

Mit Hilfe der DNA-Chip-Technologie (siehe 3.4.7) wurden die Genexpressions-
profile von ruhenden und aktivierten CD4*CD25  T-Zellen aus Treg-sensitiven,
gesunden Spendern sowie Treg-resistenten MS-Patienten vergleichend unter-
sucht. Die Zielsetzung bestand darin, Gene zu ermitteln, die nach TZR-vermittel-
ter Aktivierung unterschiedlich reguliert wurden. Diese Gene wurden anschlie-
Rend mit der Ingenuity Pathway Analysis Software analysiert, um potentielle Up-
stream-Regulatoren identifizieren zu kénnen. Insgesamt wurden 16 Upstream-
Regulatoren herausgesucht, deren Aktivitdten in MS-Patienten und gesunden
Spendern als ,unterschiedlich reguliert® vorhergesagt wurden. Der Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a) stellte hier-
bei einen vielversprechenden Kandidaten dar und ist zudem mit dem IL-6- und
PKB-Signalweg assoziiert. Vorarbeiten von Dr. Bettina Trinschek zeigten bereits
eine unterschiedliche Regulation der PGC-1a mRNA nach TZR-vermittelter Akti-
vierung in T-Zellen gesunder Spender im Vergleich zu T-Zellen aus MS-Patien-
ten. Diese Ergebnisse wurden als Patent eingereicht, 2019 erfolgte die Erteilung
der Patentrechte (70).

Aufgrund der Ergebnisse zur mRNA-Expression sollte nun in abschliel3ienden
Experimenten die PGC-1a-Expression auf Proteinebene in Treg-sensitiven und

Treg-resistenten CD4* T-Zellen vergleichend analysiert werden.
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4.41 Verminderte Expression von PGC-1a in T-Zellen von MS-Patienten

PGC-1a ist ein wichtiger transkriptioneller Koaktivator fur die Regulation von Ge-
nen, die am Energiestoffwechsel der Zelle beteiligt sind (71). Zudem ist es der
Hauptregulator der mitochondrialen Biogenese, einem essentiellen Prozess,
durch den Zellen neue Mitochondrien bilden kénnen (72, 73). In den letzten Jah-
ren lieferten einige Studien erste Hinweise auf eine beeintrachtigte Mitochondri-
enfunktion als ursachlichen Faktor in der Pathogenese neurodegenerativer Er-
krankungen wie Parkinson oder Alzheimer (74). Auch im Kontext der Multiplen
Sklerose wurde bereits Uber einen Zusammenhang zwischen axonaler Degene-
ration und mitochondrialer Dysfunktion berichtet (75). Welche Rolle PGC-1a je-
doch fur die Funktion und Regulation von T-Zellen spielt, ist unzureichend geklart.

In ersten Experimenten fuhrten wir vergleichende Untersuchungen zur PGC-
1a-Expression in T-Zellen gesunder Spender und MS-Patienten durch. Aus dem
peripheren Blut von jeweils funf unabhangigen Spendern wurden CD4*CD25" T-
Zellen isoliert und mit anti-CD3/CD28 mAKk fur 2, 16, 24 Stunden aktiviert. Unsti-
mulierte T-Zellen dienten als Kontrolle. Die T-Zellen wurden zu den jeweiligen
Zeitpunkten geerntet und die Proteine extrahiert. Anschliel3end erfolgte die Ana-
lyse der PGC-1a-Proteinexpression mittels Western Blot.

PGC-1a konnte in allen untersuchten Proben erfolgreich auf Proteinebene
nachgewiesen werden. Im ruhenden Zustand zeigten Treg-resistente T-Zellen
aus MS-Patienten eine deutlich verminderte, basale PGC-1a-Proteinexpression
im Vergleich zu Treg-sensitiven T-Zellen aus gesunden Spendern (Abbildung
28A, B). Interessanterweise blieb die relative PGC-1a-Expression nach TCR-ver-
mittelter Aktivierung in allen Proben nahezu unverandert: Sowohl in Proteinpro-
ben aus MS-Patienten als auch aus gesunden Spendern konnte in einem Zeit-
raum von bis zu 24 Stunden nach Aktivierung keine signifikante Regulation der
PGC-1a-Expression beobachtet werden (Abbildung 28C). Weitere Untersuchun-
gen sind notwendig, um die Bedeutung der PGC-1a-Expression in T-Zellen von

MS-Patienten hinsichtlich einer Treg-Resistenz klaren zu kénnen.
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Abbildung 28: Vergleichende Analysen zur PGC-1a-Expression in CD4* T-Zellen.

A) Der Western Blot zeigt die PGC-1a-Proteinexpression in CD4*CD25 T-Zellen aus einem ge-
sunden Spender (HC) und zwei MS-Patienten (MS#1 und MS#2) zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Aktivierung mit 0,5 ug/ml anti-CD3 und 1 ug/ml anti-CD28 mAk. Dargestellt sind représen-
tative Ergebnisse aus n=5 Experimenten. Als Ladekontrolle wurde p-Aktin mitgefiihrt. B) Densi-
tometrische Analyse der PGC-1a-Proteinexpression in ruhenden CD4*CD25 T-Zellen. Die PGC-
1a-Expression wurde auf die entsprechende p-Aktin-Kontrolle normalisiert. Jeder Punkt repré-
sentiert die PGC-1a-Expression eines einzelnen Spenders (n=5). C) Densitometrische Analyse
der PGC-1a-Proteinexpression in CD4*CD25 T-Zellen von HC und MS zu verschiedenen Zeit-
punkten nach polyklonaler Aktivierung. Dargestellt ist die mittlere PGC-1a-Expression £ SD von

jeweils n=5 Spendern.
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5 Diskussion

5.1 Dimethylfumarat verbessert die Inmunregulation von
T-Zellen in MS-Patienten

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit Analysen zur Immunregulation von
T-Zellen aus MS-Patienten nach einer Therapie mit Dimethylfumarat (DMF). Es
galt zu untersuchen, ob eine DMF-Therapie die Ansprechbarkeit von T-Zellen
aus MS-Patienten fur die Treg-vermittelte Suppression beeinflussen kann. In
Ubereinstimmung mit friiheren Veréffentlichungen der Arbeitsgruppe, konnte in
dieser Arbeit bestatigt werden, dass T-Effektorzellen (Teff) aus unbehandelten
MS-Patienten Uberwiegend unempfindlich fur die suppressiven Regulationsme-
chanismen von Treg sind. Diese Treg-Resistenz ist mit Anderungen in der IL-6-
Produktion und einer beeintrachtigten IL-6-SignalUbertragung in Teff assoziiert
(43, 44). DMF ist ein neu zugelassenes Medikament zur Behandlung der schub-
formig remittierenden MS (engl.: relapsing-remitting multiple sclerosis, RRMS),
dessen Wirkmechanismus bisher noch nicht vollstandig geklart wurde (76). Im
Rahmen dieser Doktorarbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass DMF die
Treg-Resistenz, einen wichtigen pathologischen Mechanismus bei MS-Patien-
ten, beeinflusst, indem es die erhohte IL-6R-Expression normalisiert und damit
die Ansprechbarkeit von Teff fur die Treg-vermittelte Suppression wiederherstellt.

Die Erkenntnisse aus Forschungsarbeiten der letzten Jahre deuten darauf hin,
dass die gestorte Immunregulation von autoaggressiven T-Zellen eine entschei-
dende Rolle bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie rheumatoi-
der Arthritis, Typ-1-Diabetes und MS spielt (41, 42, 62). Diese Dysregulation von
T-Zellen kann zum einen auf Defekte in der Funktion von Treg und zum anderen
auf eine verminderte Ansprechbarkeit der Teff fur die Treg-vermittelte Immunre-
gulation zuruckgefuhrt werden (36, 44, 77). Da viele immunmodulierende Medi-
kamente heutzutage als ,First-Line“-Therapie bei MS eingesetzt werden, ist es
wichtig zu untersuchen, ob diese Medikamente die Funktion von Treg und die
Immunregulation von Teff beeinflussen. In Studien von Haas et al. konnte bereits
ein positiver Effekt von Glatirameracetat (Copaxone®) auf die beeintrachtigte
Funktion von Treg in RRMS-Patienten festgestellt werden. Hierbei zeigte sich,

dass Glatirameracetat die Funktion von Treg deutlich verbessert, indem es die
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Expansion von naiven CD4*CD25"FoxP3*CD31* T-Zellen induziert und dadurch
die Frequenz an funktionell aktiven Treg in den Patienten erhoht (78). Andere
Studien von Trinschek et al. berichten von einer verbesserten Supprimierbarkeit
von Teff in RRMS-Patienten nach einer Behandlung mit IFN-f (Rebif®). Neben
der immunsuppressiven Wirkung von IFN-B durch Erhdhung des IL-10-Serum-
spiegels in RRMS-Patienten, konnte in diesen Studien eine gesteigerte An-
sprechbarkeit von Teff fir die Treg-vermittelte Suppression in Patienten nach ei-
ner IFN-B-Therapie nachgewiesen werden (79, 80). Die hier durchgeflhrten Un-
tersuchungen zur Wirkungsweise von DMF lieferten vergleichbare Erkenntnisse:
Auch eine Therapie von RRMS-Patienten mit dem immunmodulierenden Medi-
kament DMF fuhrt zur einer verbesserten Supprimierbarkeit von Teff durch Treg
und somit zu einer Wiederherstellung der Treg-Sensitivitat.

Eine Vielzahl von Autoimmunerkrankungen sind mit einer erhdhten Produktion
an pro-inflammatorischen TH1-Zytokinen verbunden, die die Ausbildung einer
Treg-Resistenz begunstigen (58, 81). Beispielsweise zeigen Studien von Valen-
cia et al., dass das pro-inflammatorische Zytokin TNF-a die suppressive Funktion
von Treg in Patienten mit rheumatoider Arthritis inhibiert und zudem die Suppri-
mierbarkeit von Teff reduziert (82). In anderen Studien von Goodman et al.
konnte festgestellt werden, dass erhdhte IL-6-Konzentrationen in Psoriasis-Pati-
enten die Ansprechbarkeit von Teff fur die suppressive Funktion von Treg ver-
mindern (83). MS-Patienten weisen wahrend eines akuten Schubes deutlich er-
hdhte Level an IFN-y auf im Vergleich zu Patienten in Remission (84, 85). Spuler
et al. beobachtete zudem eine starke Korrelation zwischen der Krankheitsaktivitat
im MRT und erhoéhten Konzentrationen an TNF-o im Serum und Liquor der Pati-
enten (86, 87). Durch Studien von Trinschek et al. erfolgte der Nachweis einer
beschleunigten IL-6-Produktion und erhdhten IL-6R-Expression in Treg-resisten-
ten T-Zellen von MS-Patienten (43).

Aufgrund dieser Korrelationen ist es wichtig zu untersuchen, ob immunmodu-
lierende Medikamente auch die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine be-
einflussen kénnen. Fir die IFN-B-Behandlung von RRMS-Patienten wurde be-
reits eine dominante immunsuppressive Wirkung auf die T-Zellaktivierung und
die IFN-y-Produktion beschrieben (79, 80, 88). Klinische Studien zeigen, dass
eine IFN-B-Behandlung auch den IL-6-Serumspiegel bei RRMS-Patienten signi-

fikant reduziert (89, 90). Des Weiteren wurde in in-vitro-Untersuchungen eine
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deutliche Reduktion der IL-6R-Expression auf T-Zellen von MS-Patienten nach
IFN-B-Therapie festgestellt (80). Die verringerte IL-6R-Expression und reduzier-
ten Konzentrationen an IL-6 im Serum Korrelieren hierbei mit einer verbesserten
Ansprechbarkeit von Teff fur die Treg-vermittelte Immunsuppression. Ahnliche
Beobachtungen wurden in Versuchen mit T-Zellen aus dem peripheren Blut von
DMF-therapierten MS-Patienten gemacht. Wie zuvor gezeigt, weisen diese T-
Zellen ebenfalls eine reduzierte IL-6R-Expression und erhohte Sensitivitat fur
eine Suppression durch Treg auf. Demnach scheinen IFN-B und DMF (iber An-
derungen in der IL-6-SignalUbertragung einer bestehenden Treg-Resistenz in T-
Zellen von MS-Patienten entgegenzuwirken. Zudem konnten keine signifikanten
Unterschiede in der IFN-y- und TNF-Synthese bei aktivierten Teff von DMF-be-
handelten Patienten und gesunden Spendern detektiert werden, was darauf hin-
deutet, dass die DMF-Therapie die postulierte Uberproduktion an pro-inflamma-
torischen Zytokinen in MS-Patienten normalisiert. Diese Ergebnisse stimmen mit
Beobachtungen anderer Forschungsgruppen uberein: Nach Erkenntnissen von
Jong et al. kann DMF selektiv die Produktion von anti-inflammatorischen TH2-
Zytokinen, wie IL-4 und IL-5, in humanen Immunzellen stimulieren und so eine
pro-inflammatorische Immunantwort unterdriicken (91, 92). 2011 berichtete Gho-
reschi et al., dass durch DMF-Behandlung vermehrt Typ2-polarisierende dendri-
tische Zellen generiert werden, die das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 pro-
duzieren und somit die Entwicklung pathogener TH1-Zellen reduzieren (93). In
einer anderen Studie untersuchte Gross et al. den Einfluss von DMF auf die pro-
zentuale Verteilung verschiedener T-Zellsubpopulationen in MS-Patienten. Hier-
fur wurden Patienten jeweils vor und sechs Monate nach Therapiestart verglei-
chend analysiert. Gross et al. konnte eine starke Abnahme der CD4* und CD8*
Gedachtnis-T-Zellen beobachten, die mit einer deutlichen Reduktion der pro-in-
flammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a einherging (94).

Der adoptive Transfer von humanen Immunzellen in neugeborene, immunde-
fiziente Mause fuhrt zur Induktion einer Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (engl.:
Graft-versus-Host disease, GvHD), die durch humane CD4* Teff vermittelt wird.
Die Entstehung dieser Krankheit wird durch den Transfer einer ausreichenden
Menge an aktivierten Treg verhindert (52, 54). Da die Ausbildung der GvHD auf

einer antigenspezifischen, systemischen Immunantwort beruht, ist dieses Maus-
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modell besonders gut geeignet, um grundlegende Parameter der Immunregula-
tion und Modulation menschlicher T-Zell-Antworten in vivo zu untersuchen. Wie
bereits gezeigt wurde, fuhrt der Transfer von Immunzellen aus dem peripheren
Blut von unbehandelten MS-Patienten zu einer beschleunigten Ausbildung der
GvHD, die durch den zusatzlichen Transfer aktivierter Treg nicht unterdrickt wer-
den kann. Um die Auswirkungen der DMF-Therapie auf die Regulation und Dif-
ferenzierung von MS-T-Zellen zu klaren, wurden periphere Immunzellen aus
DMF-behandelten MS-Patienten in immundefiziente Mause transferiert und kurz
nach GvHD-Beginn ex vivo analysiert. In Ubereinstimmung mit den in-vitro-Daten
unterdruckten aktivierte Treg signifikant die Proliferation und Differenzierung
CD4* T-Zellen aus DMF-behandelten MS-Patienten und verhinderten so die Ent-
stehung einer tddlichen GvHD. Diese Ergebnisse verstarken nochmals den mo-
dulierenden Effekt einer DMF-Therapie auf die Regulation und die damit verbun-
dene Supprimierbarkeit von T-Zellen.

Die MS ist eine multifaktorielle Autoimmunerkrankung, die durch komplexe
Wechselwirkungen zwischen Immunzellen und Geweben verursacht wird. Fur die
Pathogenese und Symptomatik dieser Erkrankung gibt es nicht nur einen ursach-
lichen Faktor. Es ist vielmehr eine Kombination aus mehreren Faktoren bzw. De-
fekten, die letztendlich die Entwicklung dieser Erkrankung begunstigen (95). Wie
zuvor beschrieben, sind fur MS sowohl Defekte in der Funktion von Treg als auch
eine gestorte Empfindlichkeit von Teff flr die Treg-vermittelte Suppression be-
kannt (36, 44, 96). Der Erfolg einer Therapie hangt im Wesentlichen davon ab,
wie effizient beide Defekte behandelt werden. Demnach ist es wichtig zu unter-
suchen, ob die gangigen Standardtherapien flir MS beide Storungen adressieren
und gegebenenfalls Kombinationstherapien nétig sind. Mit Hilfe der immunmodu-
lierenden IFN-B-Behandlung kann eine Verbesserung der Treg-Funktion und
Supprimierbarkeit der T-Zellen erreicht werden (80, 97). In der vorliegenden Ar-
beit wurde Uberwiegend der Einfluss einer DMF-Behandlung auf die gestorte
Supprimierbarkeit von Teff in MS-Patienten analysiert. Ob und inwieweit das im-
munmodulierende Medikament DMF auch die beeintrachtigte Funktion von Treg

bei MS-Patienten beeinflusst, missen weitere Studien zeigen.
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Die Erkenntnisse aus den Untersuchungen zur Regulation peripherer T-Zellen in
MS-Patienten nach DMF-Therapie lassen sich wie folgt zusammenfassen: Teff
aus dem peripheren Blut von unbehandelten MS-Patienten sind durch eine er-
hohte IL-6R-Expression und eine damit verbundene Resistenz gegen die Treg-
vermittelte Immunregulation gekennzeichnet. Eine Behandlung mit dem immun-
modulierenden ,First-Line“-Medikament DMF fuhrt zu einer Normalisierung der
IL-6R-Expression sowie zu einer verbesserten Regulierbarkeit der T-Zellen durch
Treg (Abbildung 29). Anhand dieser Analysen wurde ein neuer, immunregulie-

render Wirkmechanismus der DMF-Therapie in RRMS-Patienten identifiziert.

Abbildung 29: Zusammenfassung zur immunregulierenden Wirkung von DMF auf T-Zellen
von RRMS-Patienten.

DMF verbessert die Sensitivitédt von Teff fiir die Treg-vermittelte Suppression durch Normalisie-
rung der IL-6R-Expression und damit verbundenen Anderungen in der IL-6-Signaliibertragung.
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5.2 Die Rolle von PTEN und PGC-1a in der Entstehung einer
Treg-Resistenz

Die molekularen Mechanismen, die letztendlich zur Ausbildung einer Treg-Resis-
tenz in T-Zellen von Patienten mit einer Autoimmunerkrankung fuhren, sind noch
nicht vollstandig geklart. Bisher ist bekannt, dass die Sensitivitat von T-Zellen fur
die suppressiven Eigenschaften von regulatorischen T-Zellen (Treg) vermutlich
abhangig von dem Aktivierungsgrad der Proteinkinase B (PKB/c-Akt) ist (67). In
Forschungsarbeiten von Wehrens et al. konnte bereits eine erhohte Phosphory-
lierung der PKB/c-Akt in T-Zellen von Patienten mit juveniler idiopathischer Arth-
ritis nachgewiesen werden (98). Diese Hyperaktivierung der PKB/c-Akt korreliert
mit einer deutlich verminderten Ansprechbarkeit der T-Zellen fir die Treg-vermit-
telte Suppression. Ahnliche Beobachtungen wurden auch im Kontext der MS ge-
macht: Treg-resistente T-Zellen aus dem peripheren Blut von MS-Patienten
zeichnen sich ebenfalls durch einen hohen Phosphorylierungsgrad der PKB/c-
Akt aus (43, 44). Somit stellt die Aktivierung und Regulation der PKB/c-Akt
scheinbar einen zentralen Knotenpunkt bei der Entstehung einer Treg-Resistenz
in T-Zellen von Patienten mit Autoimmunerkrankungen dar (40). Die Phospha-
tase PTEN (engl.: phosphatase and tensin homolog) ist ein wichtiger, negativer
Regulator der PKB/c-Akt-Aktivierung (68). Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte
eine reduzierte PTEN-Expression in aktivierten T-Zellen von MS-Patienten fest-
gestellt werden, die als wesentliche Ursache fur die Hyperaktivierung der PKB/c-
Akt und die daraus resultierende Treg-Resistenz der T-Zellen angesehen werden
kann. Neben PKB/c-Akt wurde mit PTEN ein weiteres Protein identifiziert, dessen
Expression essentiell flr eine effiziente Immunregulation von T-Zellen ist.

Die Phosphatase PTEN stellt als Gegenspieler der Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3K) ein wichtiges Schlusselenzym in der Regulation der PKB/c-Akt-Aktivie-
rung dar und kann so verschiedene zellulare Prozesse, wie z.B. Zellproliferation
und Zellmetabolismus, beeinflussen. PTEN katalysiert die Dephosphorylierung
von Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) zu Phosphatidylinositol-4,5-bi-
sphosphat (PIP2), wodurch weniger PIP3 fur die Akt-Aktivierung zur Verfligung
steht und infolgedessen der Akt-Signalweg gehemmt wird (99). In einigen Stu-

dien konnte bereits ein Zusammenhang zwischen einer beeintrachtigten PTEN-
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Expression/-Funktion und der Pathogenese verschiedener Erkrankungen beo-
bachtet werden. Viele Tumorerkrankungen sind mit einer ,loss-of-function®-Mu-
tation im PTEN-Gen assoziiert. Hierbei fuhrt der Funktionsverlust von PTEN zu
einer Hyperaktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs und folglich zu einer verstarkten
Proliferation der Tumorzellen (100-102). Des Weiteren zeigen Untersuchungen
in Mausmodellen mit T-Zell-spezifischem PTEN-Knockout, dass T-Zellen mit un-
kontrollierter Akt-Aktivitat als Folge eines PTEN-Mangels wesentlich zur Entwick-
lung von Autoimmunerkrankungen und Lymphomen beitragen (103, 104). Die Er-
gebnisse dieser Arbeit bestatigen ebenfalls eine Korrelation zwischen einer dys-
regulierten PTEN-Expression und dem Auftreten einer Autoimmunerkrankung.
CD4*CD25 T-Zellen aus dem peripheren Blut von unbehandelten MS-Patienten
weisen, im Vergleich zu T-Zellen aus gesunden Spendern, eine signifikant be-
schleunigte Abnahme der PTEN-Expression nach polyklonaler Aktivierung auf.
Diese veranderte Kinetik der PTEN-Expression wurde spezifisch in Treg-resis-
tenten CD4*CD25" T-Zellen von MS-Patienten beobachtet.

Auch im Kontext einer Immunregulation von T-Zellen scheint PTEN eine ent-
scheidende Rolle zu spielen. In Studien von Lee et al. fiihrte die Uberexpression
von PTEN in Mausen, die unter einer Arthritis leiden, zu einer deutlichen Verbes-
serung der klinischen Symptomatik, die mit einer Reduktion der inflammatori-
schen TH17-Zellen und Erhéhung der Treg-Frequenzen einherging (105). Suzuki
et al. fand heraus, dass CD4* T-Zellen, isoliert aus Mausen mit T-Zell-spezifi-
schem PTEN-Knockout, uberwiegend autoreaktiv sind, ein gesteigertes Prolife-
rationsverhalten aufweisen und erhohte Mengen an inflammatorischen TH1-Zy-
tokinen sezernieren (104, 106). Zudem konnte in diesen Zellen eine verstarkte
Aktivierung der PKB/c-Akt festgestellt werden. Die Untersuchungen im Rahmen
dieser Doktorarbeit fuhrten zu ahnlichen Erkenntnissen. Der gezielte PTEN-
Knockdown in CD4*CD25 T-Zellen aus dem peripheren Blut von gesunden
Spendern resultierte in einer Hyperaktivierung der PKB/c-Akt und einer beschleu-
nigten Produktion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6. In weiteren in-vitro-
Untersuchungen hinsichtlich der Supprimierbarkeit dieser T-Zellen, konnte eine
verminderte Sensitivitat fur die Treg-vermittelte Suppression, ahnlich zur Treg-
Resistenz in T-Zellen von MS-Patienten, festgestellt werden. Interessanterweise

wurde das generelle Proliferationsverhalten der T-Zellen durch PTEN-Knock-
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down nicht beeinflusst. Eine gezielte Modulation der PTEN-Expression kann so-
mit die Funktion von T-Zellen und deren Regulation durch Treg beeinflussen
(107).

Eine beeintrachtigte PTEN-Proteinexpression ist stark mit der Entstehung un-
terschiedlicher Krankheiten assoziiert. Daher ist es wichtig, die ursachlichen Fak-
toren zu untersuchen, die letztendlich zu einer gestdrten PTEN-Expression fuh-
ren kdnnen. Die Mechanismen zur Regulation der PTEN-Expression sind vielfal-
tig und reichen von extrazellularen Faktoren, wie z.B. Zytokinen, bis hin zu nicht-
kodierenden RNAs (108). MiR-21 ist ein wichtiger, negativer Regulator der
PTEN-Proteinexpression. Verschiedene Studien bestatigten bereits erhohte Le-
vel an miR-21 in der Zerebrospinalflissigkeit, sowie in peripheren T-Zellpopula-
tionen von MS-Patienten (109, 110). Auch extrazellulare Faktoren, wie das Zyto-
kin TGF-B, sind im Serum von MS-Patienten signifikant erhdht und kénnen die
PTEN-Proteinexpression deutlich reduzieren (111-113). Ob und inwieweit er-
hohte Konzentrationen an IL-6 die PTEN-Proteinexpression beeinflussen kon-
nen, war bisher noch nicht ausreichend geklart. Die Treg-Resistenz in T-Zellen
von MS-Patienten zeichnet sich durch eine verstarkte IL-6-Produktion und Hy-
peraktivierung der PKB/c-Akt aus (43, 44). Die Untersuchungen dieser Arbeit
zeigten, dass aktivierte CD4" T-Zellen aus gesunden Spendern nach Inkubation
mit hohen Konzentrationen an IL-6 eine signifikant reduzierte PTEN-Expression
aufweisen. Die verminderte PTEN-Expression korrelierte mit einer Hyperaktivie-
rung der PKB/c-Akt und einer deutlich ausgepragten Unempfindlichkeit der T-
Zellen fur die Treg-vermittelte Suppression. Anhand dieser Versuche konnte erst-
mals ein Einfluss von IL-6 auf die Regulation der PTEN-Proteinexpression in T-
Zellen beschrieben werden. Weitere Untersuchungen mit blockierenden anti-IL-
6- und anti-IL-6R-Antikdrpern sind notwendig, um den direkten Einfluss der IL-6-
Signallbertragung auf die PTEN-Expression zu verifizieren.

Zusammengenommen scheint die Regulation und Expression von PTEN eine
bedeutende Rolle in der Entstehung einer Treg-Resistenz in T-Zellen von MS-
Patienten zu spielen. Angesichts dieser Erkenntnisse ist es interessant in zukunf-
tigen Experimenten zu untersuchen, ob die immunmodulierende Therapie mit
DMF, neben der Wiederherstellung einer Treg-Sensitivitat, auch zu einer Norma-
lisierung der dysregulierten PTEN-Expression in T-Zellen von MS-Patienten fuh-

ren kann.
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Die abschliellende Versuchsreihe dieser Doktorarbeit befasste sich mit ersten
Experimenten zur Charakterisierung des ,Proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha” (PGC-1a) in humanen CD4*CD25" T-Zellen aus unbehan-
delten MS-Patienten und gesunden Spendern. PGC-1a wurde ursprunglich mit
Hilfe der DNA-Chip-Technologie als ein Molekul identifiziert, welches in T-Zellen
von MS-Patienten und gesunden Spendern unterschiedlich reguliert wird und zu-
dem mit dem IL-6- und PKB-Signalweg assoziiert ist (70). Neben PTEN stellte
PGC-1a somit einen weiteren vielversprechenden Kandidaten dar, um den mo-
lekularen Mechanismus der Treg-Resistenz in T-Zellen naher charakterisieren zu
konnen.

In den letzten Jahren mehrten sich die Hinweise darauf, dass eine mitochond-
riale Dysfunktion und die damit verbundene Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) zu neurodegenerativen Prozessen bei MS beitragen. Umfangreiche Stu-
dien mit humanen neuronalen Zelllinien zeigten bereits, dass das Gen-Silencing
von PGC-1a mit einem reduzierten mitochondrialen Membranpotenzial, einer
deutlich gesteigerten ROS-Bildung sowie einer erhohten Anfalligkeit fur ROS-in-
duzierten Zelltod einhergeht (75, 114). Auch im Patienten selbst konnte ein Zu-
sammenhang zwischen Neurodegeneration und PGC-1a-Expression festgestellt
werden: Der Verlust an Neuronen im prafrontalen Kortex von MS-Patienten kor-
reliert hierbei signifikant mit der Abnahme der neuronalen PGC-1a-Expression
(115). Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgeflhrten Untersuchungen zur
PGC-1a-Expression in humanen T-Zellen von MS-Patienten konnten einen ahn-
lichen Zusammenhang bestatigen. CD4*CD25" T-Zellen aus MS-Patienten wei-
sen ein signifikant reduziertes Expressionslevel von PGC-1a im Vergleich zu T-
Zellen aus gesunden Spendern auf. Ob und inwieweit hierbei das verminderte
Expressionslevel von PGC-1a mit dem Schweregrad der MS-Erkrankung sowie
der Krankheitsdauer korreliert, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Die Funktion und Bedeutung von PGC-1a als Hauptregulator der mitochond-
rialen Biogenese wurde ursprunglich in Fett- und Muskelgewebe beschrieben
(116, 117). Uber eine Charakterisierung des PGC-1a-Proteins in immunologisch-
relevanten Zelltypen, wie bspw. T-Lymphozyten, ist bisher nur wenig bekannt.
2016 berichteten Bengsch et al. und Scharping et al. erstmals Uber die Expres-
sion und Rolle von PGC-1a in der Funktionalitat von T-Effektorzellen. Die Ergeb-

nisse beider Studien zeigten, dass der mitochondriale Phanotyp entscheidend fur



5 Diskussion 96

die Differenzierung und Funktion der Immunzellen ist (118-120). Die Arbeiten von
Scharping et al. beschaftigten sich mit Untersuchungen zur PGC-1a-Expression
und mitochondrialen Aktivitat in tumorinfiltrierenden CD8* T-Zellen. Aufgrund des
nahrstoffarmen Tumormilieus wird der mitochondriale Metabolismus der T-Zellen
unterdrickt: Die PGC-1a-Expression, sowie die damit verbundene mitochon-
driale Masse und Funktion, sind deutlich reduziert, wodurch die T-Zellen ihre Fa-
higkeit verlieren, Krebszellen effizient zu bekampfen (119). Ahnliche Erkennt-
nisse konnten von Bengsch et al. in einem Mausmodell der chronischen Virusin-
fektion erlangt werden (120). Ein intakter mitochondrialer Metabolismus ist dem-
nach essentiell fur die Funktion und Regulation von T-Zellen. Eine dysregulierte
PGC-1a-Expression und die damit verbundene reduzierte metabolische Aktivitat
der Mitochondrien kénnen zu einer gestorten T-Zell-Funktion fihren (121).

In dieser Arbeit wurde mittels Western-Blot-Analysen erstmalig die Expression
von PGC-1a in essentiellen Zellen des humanen Immunsystems dargestellt und
im Kontext der Multiplen Sklerose untersucht. Treg-resistente MS-T-Zellen expri-
mierten im ruhenden Zustand signifikant weniger PGC-1a im Vergleich zu Treg-
sensitiven T-Zellen aus gesunden Spendern. Interessanterweise wurde die rela-
tive PGC-1a-Expression durch TZR-vermittelte Aktivierung der T-Zellen nicht be-
einflusst. Welche Rolle PGC-1a in der Regulation der T-Zellen bei MS-Patienten
im Kontext einer Treg-Resistenz spielt, ist bisher noch unklar. Weitere detaillierte
Analysen zum Phosphorylierungs- bzw. Aktivierungsgrad von PGC-1a, sowie Ex-
perimente mit PGC-1a-Inhibitoren/-Aktivatoren oder einer spezifischen PGC-1a.
siRNA sind notwendig, um einen moglichen Zusammenhang zwischen der
PGC-1a-Expression und Ansprechbarkeit der T-Zellen auf die Treg-vermittelte

Suppression naher untersuchen zu kdnnen.
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Angesichts der vorliegenden Ergebnisse wird folgender Mechanismus zur Ent-
stehung einer Treg-Resistenz in T-Zellen von MS-Patienten postuliert (Abbildung
30):

Treg-resistente T-Zellen weisen eine erhohte IL-6R-Expression und verstarkte
IL-6-Produktion auf, was zu einer Abnahme der Phosphatase PTEN fuhrt. PTEN
ist der Gegenspieler der Kinase PI3K. Aufgrund der verminderten PTEN-Expres-
sion Uberwiegt die Reaktion der PI3K. PI3K phosphoryliert das Membranlipid
PIP2 zu PIPsund leitet dadurch die Aktivierung der PKB/c-Akt ein. PKB/c-Akt bin-
det an PIPs und wird anschlieRend von PDK1 phosphoryliert und dadurch akti-
viert. Da die Gegenregulation durch PTEN deutlich vermindert ist, kommt es zu
einer Hyperaktivierung der PKB/c-Akt. Uber einen noch unbekannten Signalweg
kommt es zur Reduktion der PGC-1a-Expression in Treg-resistenten T-Zellen

von MS-Patienten.

MS

Treg-Resistenz

Abbildung 30: Zusammenfassung zur Rolle von PTEN und PGC-1« in der Entstehung einer
Treg-Resistenz.

Die Treg-Resistenz von T-Zellen ist mit Anderungen in der IL-6-Signaliibertragung sowie Regu-
lation und Aktivierung der PKB/c-Akt assoziiert. Treg-resistente T-Zellen weisen eine erh6hte IL-
6R-Expression und beschleunigte IL-6-Produktion auf, was zu einer Abnahme der Phosphatase
PTEN und folglich zu einer verstérkten Aktivierung der PKB/c-Akt fiihrt. Uber einen noch unbe-
kannten Signalweg kommt es zur Reduktion der PGC-1a-Expression in Treg-resistenten T-Zellen
von MS-Patienten.
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