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2 Abstracts
2.1 Abstract (englisch)

Within the last 30 years, one-year survival of liver transplanted individuals dramatically improved
due to the introduction of novel immunosuppressive drugs. Nevertheless, long term survival
following liver transplantation (LTx) has not changed appreciably. Mucosal associated invariant
T (MAIT) cells particularly react to microbial vitamin B metabolites as well as to inflammatory
stimulation. They represent up to 50% of liver T cells thus suggesting an important role in liver
immunity. However, little is known about the impact of commonly used immunosuppressants (IS)
after LTx on MAIT cells. Here, effector molecule production of MAIT cells was significantly
impaired after in vitro stimulation of healthy donors derived peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) when preincubated with prednisolone (Pred). Antigenspecific in vitro stimulation of
MAIT cells with lysed Escherichia coli was additionally impaired after preincubation with
calcineurin inhibitors. Ex vivo flow cytometric analysis of peripheral MAIT cells in patients after
LTx showed significantly decreased MAIT cell frequencies independently of IS type and dosage.
These did not recover after weaning of IS and were similarly decreased in operationally tolerant
(tol) and kidney transplanted individuals. MAIT cells of liver transplanted donors additionally
showed an activated, PD-1 positive phenotype. Furthermore, impairment of MAIT cell effector
functions and polyfunctionality in liver transplanted patients was independent of IS regimen and
dosage. Nevertheless, normalization tendencies of MAIT cell phenotype and functionality after
weaning and in tolerant patients were observed. In summary, this study demonstrates a functional
and phenotypic impairment of MAIT cells by IS and LTx, which was not completely reversible
after discontinuation of IS. Altogether, the results shown here indicate a loss of MAIT cells
probably caused by primary disease even before LTx. They also provide further explanations for
increased infection frequency under 1S after LTx. More studies will be needed to evaluate an
impaired MAIT cell recovery due to dysbiosis as well as to confirm the potential of MAIT cells

as potential indicators for development of operational tolerance.



2.2 Abstract (deutsch)

Das 1-Jahres-Uberleben von lebertransplantierten Patientinnen hat sich in den letzten 30 Jahren
aufgrund der Einfihrung neuer Immunsuppressiva (IS) deutlich verbessert. Es besteht jedoch
weiterhin  eine gleichbleibend hohe Langzeitmortalitat, welche insbesondere durch
Nebenwirkungen der Immunsuppression bedingt ist. Mucosal associated invariant T (MAIT)
Zellen erkennen mikrobielle Vitamin-B-Metabolite und reagieren auf inflammatorische Stimuli.
Ihr Anteil an intrahepatischen T-Zellen betragt bis zu 50%, sodass von einer wichtigen Rolle in
der (Leber-)Immunitat ausgegangen wird. Uber den Einfluss nach Lebertransplantation (LTX)
verwendeter IS auf MAIT Zellen ist bisher wenig bekannt. In dieser Arbeit zeigte sich nach in
vitro Stimulation von peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) gesunder Spenderinnen durch
einen Zytokinstimulus eine signifikant reduzierte Frequenz Effektormolekiile produzierender
MAIT Zellen nach VVorinkubation mit Prednisolon (Pred). Bei antigenspezifischer Stimulation mit
lysierten Escherichia coli war die MAIT Zell-Antwort nach Vorinkubation mit Pred sowie
Calcineurininhibitoren beeintrachtigt. In durchflusszytometrischen ex vivo Analysen von MAIT
Zellen lebertransplantierter Patientinnen zeigte sich eine deutliche Reduktion der MAIT Zell-
Frequenz unabhédngig von Art und Stérke der IS, welche auch nach Weaning der IS, bei
,operational“ toleranten (tol) Patientinnen und in Patientinnen nach Nierentransplantation (NTx)
bestand. Ex vivo konnte weiterhin ein aktivierter und PD-1-positiver MAIT Zell Phanotyp bei
lebertransplantierten Patientinnen nachgewiesen werden. Daruber hinaus zeigte sich ex vivo eine
von IS Regime und Starke unabhangige Beeintrachtigung von MAIT Zell Effektorfunktionen und
Polyfunktionalitat lebertransplantierter Patientinnen. Bei tol Patientinnen und nach Weaning der
IS waren eine weitestgehende Normalisierung des Ph&notyps sowie eine leicht verbesserte
Funktionalitat nach Stimulation auffallig. Zusammenfassend betrachtet konnte in dieser Arbeit
eine funktionelle und phanotypische Beeintrachtigung von MAIT Zellen durch 1S und LTx gezeigt
werden, welche nach Absetzen der IS nicht vollstdndig reversibel war. Insgesamt deuten die hier
gezeigten Ergebnisse auf einen grunderkrankungsbedingten MAIT Zell Verlust bereits vor LTx
hin und bieten einen weiteren Erklarungsansatz fur gehdufte Infektionen unter IS nach LTx. Eine
maoglicherweise verminderte Rekonstitution der MAIT Zell Populationen nach LTx im Rahmen
von Dysbiose sowie die Eignung von MAIT Zellen als Biomarker fiir Toleranzentwicklung sollte

in weiteren Studien objektiviert werden.



3 Einleitung
3.1 MAIT Zellen

Eine Immunantwort kann allgemein in eine angeborene und erworbene (adaptive) Immunreaktion
eingeteilt werden. Eine schnelle, aber unspezifische initiale Abwehrreaktion erfolgt insbesondere
durch das angeborene Immunsystem. Diesem werden beispielsweise Makrophagen, Naturliche
Killer (NK) Zellen, Granulozyten oder das Komplementsystem zugeordnet. Nach Kontakt mit
einem, die Immunreaktion auslésenden, Antigen, tritt im Verlauf zusatzlich eine verzdgerte,
antigenspezifische Abwehr durch das adaptive Immunsystem ein. Vereinfacht wird eine
antikorpervermittelte, humorale Antwort durch B-Lymphozyten von einer zelluldren, T-Zell-
vermittelten Reaktion unterschieden (zusammengefasst in (1)). Nicht jede Immunzelle kann
eindeutig einem der oben genannten Konzepte zugeordnet werden. Die erstmals im Jahr 1993 von
Porcelli et al. beschriebenen mucosal-associated invariant T (MAIT) Zellen sind T-Lymphozyten
mit Eigenschaften von Zellen des angeborenen Immunsystems (2). Der Anteil von MAIT Zellen
betragt zwischen 1 und 10% der CD3" T-Zellen im peripheren Blut. Ein signifikanter Anteil der
T-Zellen in mukosalen Grenzflachen wie dem Darm (insbesondere im Jejunum) und bis zu 50%
aller intrahepatischen T-Zellen, sind ebenfalls MAIT Zellen. Dariiber hinaus wurden MAIT Zellen

auch in der Lunge, dem Pankreas oder dem Endometrium nachgewiesen (zusammengefasst in (3)).
3.1.1 MAIT Zell Differenzierung

Analog zu konventionellen T-Lymphozyten entwickeln MAIT Zellen im Thymus zunéchst tber
Rekombination entsprechender Gene einen spezifischen T-Zell Rezeptor (TCR) mit semi-
invarianter a- und limitierter p-Kette. Im Gegensatz zu konventionellen T-Zellen erfolgt die
positive Selektion jedoch nicht iber polymorphe major histocompatibility complex (MHC) 1 oder
2 Molekile, sondern durch das spezialisierte, monomorphe MHC1-&hnliche Molekul (MHC-
related protein 1) MR1 (4). MR1 prasentiert Vitamin B Metabolite des Riboflavinbiosynthese
Reaktionsweges, welche von diversen Bakterien und Pilzen produziert werden (5). Sowohl der
MAIT TCR, als auch MR1 sind in Sdugetieren hoch konserviert, sodass von einem hohen
Selektionsdruck ausgegangen wird (6). MAIT Zellen verlassen den Thymus als naive
(CCR7'CD45RAY") Zellen. Die weitere Expansion und Reifung sowie der Erwerb eines Effector-
Memory (EM, CCR7'CD45RA") Phanotyps erfolgt in peripheren Geweben, hauptséchlich tber

Interaktionen mit B-Zellen und Kommensalen der Darmflora (7).



3.1.2 MAIT Zell Phanotyp

MAIT Zellen exprimieren einen semi-invarianten TCR mit der invarianten Alpha-Kette Va7.2-
Jo33 sowie einer varianten Beta-Kette mit begrenztem Repertoire (8). Weitere zur Identifikation
genutzte Surrogatmerkmale sind eine hohe Expression der Oberflachenmolekile CD161, einem
C-type lectin (9), sowie die alpha-Kette des Interleukin 18 Rezeptors (IL18Ra; auch: CD218) (10).
MAIT-Zellen im Blut haben (iberwiegend einen CD4 CD8™ (doppelt negativen, DN) oder CD8a*
Phanotyp, wobei auch geringe Frequenzen von CD4* und CD4*CD8" MAIT Zellen nachgewiesen
wurden (zusammengefasst in (11)). Periphere MAIT Zellen haben vorranging einen CCR7
CDA45RA" Effector Memory Phanotyp (12). AuBBerdem befinden sich MAIT Zellen aus Blutproben
in einem nicht-proliferativen GO Stadium mit geringer Expression des Zellteilungsmarkers Ki67
(9). Interessanterweise exprimieren MAIT Zellen im Vergleich zu anderen CD8" T-Zellen in
hohem MaBe ATP-binding cassette-multi-drug efflux protein 1 (MDRI1 beziehungsweise P-
Glycoprotein), eine Efflux-Pumpe, welche mit Resistenzen gegentiber verschiedenen Substanzen

assoziiert ist (13).
3.1.3 MAIT Zell Aktivierung

MAIT Zellen kénnen Uber eine antigenvermittelte TCR-Stimulation (5) oder alternativ TCR-
unabhéngig uber Zytokine (14) aktiviert werden. Eine zytokinvermittelte MAIT Zell Stimulation
kann auch durch Antigen prasentierende Zellen (APCs) oder bakteriell (15) beziehungsweise viral
(16) infizierte Zellen erfolgen. Humane MAIT Zellen weisen ein gemischtes Thl-Thl7-
Transkriptionsfaktorprofil auf. Sie exprimieren neben Promyelocytic leukemia zinc finger
(PLZF), Nuclear factor x-B (NF-kB) (17) oder Signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3) (18) uberwiegend den mit Interferon y (IFNy) Produktion assoziierten T-box
transcription factor TBX21 (T-bet) sowie den mit IL17A Produktion assoziierten RAR-related
orphan receptor y (RORyt) (zusammengefasst in (19)). Grundsétzlich konnen MAIT Zellen nach
Aktivierung verschiedene Effektormolekiile, darunter Tumornekrosefaktor a (TNFa), IFNy,
Granzyme B (GrB), IL2 und IL17, produzieren (11). Nach aktuellem Wissensstand scheinen TCR-
unabhangige Stimulationswege jedoch langsamer zu sein und eine weniger vielfaltige Expression
von Effektormolekilen zu induzieren (20). Aulerdem sind synergistische Effekte bel

gleichzeitiger TCR-abhéangiger und -unabhangiger Stimulation bekannt (21).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung relevanter (Effektor-)Molekdile der MAIT Zelle.

Die MAIT Zelle wird Uber eine starke Expression von CD161 und ihren spezifischen T-Zell Rezeptor Vo7.2 identifiziert. Ein
weiteres Merkmal ist die Expression der Effluxpumpe MDR1. MAIT Zellen kénnen antigenspezifisch tber den MR1-Rezeptor und
oder inflammatorisch durch Zytokine stimuliert werden. Uber verschiedene Signalwege (Thl / Th17 Transkriptionsprofil)
exprimierte Effektormolekiile beinhalten TNFa, IFNy, GrB und IL2. Nach antigenspezifischer Stimulation sind zusdtzlich IL17
sowie der vesikelstandige Degranulationsmarker CD107a nachweisbar. Nach: Kurioka et al.(3).

3.1.4 Rolle von MAIT Zellen bei Lebererkrankungen

Obwonhl tber die Funktion von MAIT Zellen flr den Organismus noch wenig bekannt ist, wird
davon ausgegangen, dass sie unter anderem eine wichtige Rolle in der Darm-Leber Achse des
Immunsystems einnehmen (zusammengefasst in (3)). Als Teil dessen verhindern sie die
Translokation vom Darm Uber die Vena porta transportierter mikrobieller Metaboliten und
bakterieller Bestandteile in den Systemkreislauf. Ferner konnten MAIT Zellen mit zahlreichen
infektiosen, autoinflammatorischen und malignen  Erkrankungen assoziiert werden
(zusammengefasst in (11)). Insbesondere fur verschiedene, auch im Kontext -einer
Lebertransplantation relevante (22), bakterielle Erreger wie beispielsweise Coli, Salmonellen oder
Mykobakterien, aber auch Fungi (beispielsweise Aspergillus, Candida) (23, 24) sind Interaktionen
mit MAIT Zellen bekannt. Darliber hinaus berichten mehrere Autoren von einer veranderten
MAIT Zell Biologie bei autoimmuner Hepatitis, primar bilidrer Zirrhose, primar sklerosierender
Cholangitis, alkoholinduzierter Leberzirrhose, nicht-alkoholischer Fettleber und chronischen
Hepatitiden (zusammengefasst in (3)), Hepatitis-B (HBV) beziehungsweise -C Virus (HCV)
Infektionen (zusammengefasst in (25)) sowie bei hepatozellularem Karzinom (HCC) und
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Lebermetastasen (zusammengefasst in (26)). Eine Studie von Hegde et al. erbrachte auRerdem
Hinweise darauf, dass MAIT Zellen profibrotische und proinflammatorische Verénderungen bei

chronischen Lebererkrankungen fordern (27).
3.2 Lebertransplantation

Eine Lebertransplantation (LTx) ist als ultima ratio bei schweren Lebererkrankungen eine
potenziell lebensrettende Therapie. Die Organallokation erfolgt in Abhangigkeit des match model
of end-stage liver disease (MELD) Scores. Zu den héufigsten Indikationen in Europa gehéren
chronische virale Hepatitiden, insbesondere HCV, alkoholinduzierte Leberzirrhose sowie das
HCC (28). Die kurzfristigen Outcomes (1-Jahres-Uberleben) von Lebertransplantationen haben
sich in den letzten 30 Jahren aufgrund der Einflhrung neuer immunsuppressiver Medikamente
deutlich verbessert. Im Gegensatz dazu ist einer retrospektiven Analyse der United Network for
Organ Sharing (UNOS) Datenbank zufolge das Langzeitiiberleben von lebertransplantierten
Patientinnen nicht signifikant verédndert. Ein Hauptgrund fir die gleichbleibend hohe
Langzeitmortalitdit ~ sind  die  gemeinsamen  Langzeitnebenwirkungen  verwendeter
Immunsuppressiva (IS): vor allem ein erhohtes Risiko flr Infektionen und maligne Erkrankungen
(29). Entsprechend betonen Rana et al. den Bedarf nach einer optimierten
Langzeitimmunsuppression (29), welche direkt oder indirekt flr bis zu 68,9% der Mortalitat nach
LTx urséchlich ist (30).

3.3 AbstoRungsreaktionen

Ziel einer IS Therapie ist das Verhindern von TransplantatabstoBungsreaktionen. Hyperakute,
durch bereits existierende zirkulierende Antikorper vermittelte AbstoBungen innerhalb von
Stunden sind nicht zuletzt aufgrund der Verwendung blutgruppenkompatibler Transplantate
selten. Akute zelluléar (T-Zell Aktivierung Uber Prasentation alloreaktiver Molekile durch APC)
oder humoral (Alloantikodrperproduktion von B-Zellen, insbesondere gegen MHC Klasse |
Molekile) vermittelte AbstoRungsreaktionen innerhalb von Monaten kénnen in einem Grof3teil
der Falle mit géngigen 1S adéquat behandelt werden. Im Gegensatz dazu kann eine chronische
Abstollung tber Jahre durch aktuelle 1S Therapien wenig beeinflusst werden. Hier resultieren
antigenspezifische zelluldre und humorale Immunreaktionen in einer chronischen Entztiindung mit
konsekutiver Endothelaktivierung und Ausschittung von Entziindungsmediatoren sowie freien
Radikalen. Diese fuhren langfristig zu einer GefalRschadigung mit Intimaproliferation, welche eine

zunehmende Gewebsischamie bis hin zu einem Transplantatverlust bewirkt (zusammengefasst in

(31)).
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3.4 Immunsuppression

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte 1S bei LTx umfassen Prednisolon (Pred), Cyclosporin
A (CyA), Tacrolimus (Tac) und Mycophenolat Mofetil (MMF). Dabei handelt es sich um die am
haufigsten zur Immunsuppression eingesetzten Substanzen, wobei neuere Therapieansatze wie
mamallian target of Rapamycin (mTOR)-Inhibitoren zunehmend an Bedeutung gewinnen
(zusammengefasst in (32)). Viele IS sind ebenfalls Substrate des von MAIT Zellen exprimierten
MDR1 (zusammengefasst in (33)).

3.4.1 Prednisolon

Pred ist ein synthetisches Glucocorticoid und aktiver Metabolit von Prednison. Der Wirkstoff
supprimiert das Immunsystem Uber verschiedene Wege, welche bis heute nicht vollstandig
verstanden sind. Insgesamt beeinflusst Pred die Aktivierung, Proliferation und Verteilung von
Lymphozyten. Bekannte Wirkmechanismen sind unter anderem eine Hemmung der Zytokin-
Genexpression tber Bindung an verschiedene DNA Loci in Form von glucocorticoid responsive
elements (GRES) sowie eine Hemmung der Translokation des Transkriptionsfaktors NF-«xB in den
Zellkern. So werden beispielsweise die Produktion von IL1, 2 und 6, aber auch von IFNy oder
TNFa gehemmt (zusammengefasst in (34)). Glucocorticoide werden insbesondere in der friihen
postoperativen Phase und seltener auch im Rahmen einer Erhaltungstherapie eingesetzt. Eine
Langzeittherapie kann unter anderem zur Entwicklung eines Katarakts, eines Metabolischen

Syndroms, einer Osteoporose oder emotionaler Instabilitat filhren (zusammengefasst in (35)).
3.4.2 Calcineurin Inhibitoren

Die Hauptsubstanzen der gegenwartigen immunsuppressiven Therapie nach LTx sind die
Calcineurin Inhibitoren Tac und das seltener eingesetzte CyA. Nach Komplexbildung mit dem
FK-binding protein 12 (Tac) respektive Cyclophilin (CyA) binden und hemmen die Medikamente
die Calcium- und Calmodulin-abhdngige Phosphatase Calcineurin. Calcineurin ermdoglicht die
Transkription von multiplen inflammatorisch und aktivierend wirkenden Zytokinen wie
beispielsweise IL2, welches die Proliferation (alloreaktiver) T-Zellen fordert, und ist somit eine
wichtige Komponente der Immunantwort beziehungsweise der TransplantatabstoRung. Beide
Medikamente haben ahnliche Nebenwirkungsprofile. Wichtige unerwdiinschte
Arzneimittelwirkungen sind Nephrotoxizitat, metabolische Nebenwirkungen und arterielle

Hypertonie (zusammengefasst in (35)).
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3.4.3 Mycophenolat Mofetil und Mycophenolséaure

MMF sowie dessen Metabolit Mycophenolsédure (MPA) sind Antimetabolite und verhindern die
de novo Purin-Nukleotidsynthese Uber Bindung der Inosin-5’-Monophosphat Dehydrogenase
(IMPDH). Dies hemmt die DNA Replikation und damit auch die Proliferation von B- und T-
Lymphozyten. Weitere Hauptnebenwirkungen sind insbesondere gastrointestinale Symptome
sowie Leuko-, Erythro- und Thrombopenien (zusammengefasst in (35)).

3.5 Weaning und operationale Toleranz nach Lebertransplantation
3.5.1 Weaning von Immunsuppression nach Lebertransplantation

Aufgrund der Nebenwirkungen immunsuppressiver Medikation werden verschiedene Strategien
zur Reduktion und zum vollstandigen Absetzen (Weaning) von IS entwickelt. Auf Basis bisheriger
Studien ist davon auszugehen, dass ein Weaning nach LTx in ungeféahr 20 — 30 % (Spanne: 6 — 63
%) der Félle erfolgreich verlauft (zusammengefasst in (36)). Aufgrund des Risikos einer
AbstoRungsreaktion nach Reduktion der IS, welche mit teils lebensbedrohlichen Nebenwirkungen
einhergeht, erhélt jedoch ein Groliteil der Patientinnen eine lebenslange 1S. Die Entwicklung von
Strategien zur Identifikation potenziell toleranter Patientinnen ist deshalb ein wichtiger
Forschungsbereich. Gegenwartig sind jedoch noch keine zuverldssigen Biomarker zur
Identifikation dieses Patientenkollektives bekannt. Am vielversprechendsten scheinen derzeit
Analysen von Genexpressionsprofilen zur Eisenhomoostase aus bioptisch entnommenem
Lebergewebe (zusammengefasst in (36)). Durch weniger invasive Verfahren (beispielsweise
Blutuntersuchungen) gewonnene Biomarker zur prospektiven Detektion immunologisch

toleranter Patientinnen nach LTx konnten bislang nicht identifiziert werden.
3.5.2 Operationale Toleranz

Ziel von Weaning- oder Toleranzinduktionsmalinahmen ist das Erreichen von Toleranz gegeniber
dem Transplantat. Diese kann unterschiedlich definiert werden. In klinischen Kontexten ist die
Surrogatdefinition operationaler Toleranz gebrdauchlich. Operationale Toleranz bezeichnet den
Zustand einer fehlenden TransplantatabstolRungsreaktion bei immunkompetenten, [S-freien
Patientinnen (zusammengefasst in (31)). Goldstandard zum Monitoring von Toleranz ist die
histologische Untersuchung von Lebergewebe via Leberbiopsie. Aufgrund der Invasivitat des
Eingriffs erfolgt ein Routinemonitoring Lebertransplantierter auBerhalb von Akutsituationen meist
uber Klinische Untersuchung sowie laborchemisches Monitoring von Leberenzymen.

Insbesondere bei chronischen AbstolRungsreaktionen kdnnen diese Leberenzyme im Normbereich
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oder nur gering erhoht sein. Entsprechend gelten beide Methoden als wenig sensitiv und
spezifisch, aber ausreichend fir die Feststellung operationaler Toleranz (zusammengefasst in
(37)). Aus immunologischer Perspektive kann Toleranz aulerdem in eine zentrale und periphere
Komponente unterteilt werden, wobei insbesondere letztere im Transplantationskontext relevant
ist. Mechanismen peripherer Toleranz beinhalten die sogenannte Anergie, eine funktionelle
Inaktivierung durch ausbleibende Kostimulation bei TCR-Stimulation, und die Apoptose, ein,
beispielsweise durch Uberstimulation, induzierter programmierter Zelltod. AuBerdem
kontrollieren verschiedene regulatorische Immunzellen, insbesondere CD4*CD25M"9" FoxP3*
regulatorische T-Zellen (Tregs) die Immunantwort. Sie supprimieren die Immunzellaktivitat Gber
direkten Kontakt durch cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) und lymphocyte-
activation gene 3 (LAG-3) Molekiile, Induktion von Apoptose, Zytokinsekretion oder eine
metabolische Beeintrachtigung der Zielzelle (zusammengefasst in (31)). Insgesamt gilt das
Erreichen von Toleranz als naheliegendste Lésung zur Verbesserung der Langzeitmorbiditat und
-mortalitdt von Lebertransplantierten (38). Einerseits wirden die mit der IS einhergehenden
gravierenden Nebenwirkungen vermieden werden, andererseits wére das langfristige

Organuberleben durch eine ausbleibende chronische AbstoRungsreaktion verbessert.
3.6  MAIT Zellen und Immunsuppressiva im Transplantationskontext (Forschungsstand)

Aufgrund hoher MAIT-Zell Frequenzen sowohl im peripheren Blut als auch in der Leber sowie
deren hochkonservierten TCR wird angenommen, dass diese eine wichtige Funktion im
menschlichen Immunsystem beziehungsweise in der Leber erfiillen. Dafiir spricht auch, dass eine
Reaktivitdit von MAIT Zellen auf viele Erreger (23, 24), welche zu Infektionen nach
Lebertransplantation fiihren (22), gezeigt ist. AuBerdem wird von einer Beteiligung von MAIT
Zellen bei autoimmunen Lebererkrankungen ausgegangen (siehe 3.1.4), sodass auch eine pro- oder
antiinflammatorische Beteiligung der Zellen im Rahmen einer Abstollungsreaktion nach
Transplantation denkbar wére. Zum Verfassungszeitpunkt der vorliegenden Arbeit waren nur
wenige Daten zu den Auswirkungen einer LTx und/oder von IS und deren Weaning auf die
Biologie von MAIT Zellen publiziert. Eine Pharmakoresistenz von MAIT-Zellen aufgrund ihrer
hohen MDR1 Expression wurde bisher hauptsachlich fur verschiedene Chemotherapeutika gezeigt
(39). Im Gegensatz dazu konnten mehrere Studien Effekte von IS auf MAIT Zellen nachweisen.
Fergusson et al. beobachteten nach in vitro Inkubation mit MPA oder Tac eine beeintrachtige
MAIT Zell Proliferation sowie eine verminderte GrB Expression von MAIT Zellen nach

Inkubation mit Pred (13). Darlber hinaus konnten Hinks et al. einen Effekt inhalativer
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Glucocorticoide auf MAIT Zell Frequenzen und IFNy Produktion bei elf COPD Patientinnen
nachweisen (40). Insgesamt bleibt die Datenlage zum Einfluss verschiedener IS auf MAIT Zellen

jedoch begrenzt.
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4 Fragestellung

Die in der Leber zahlreich vorhandenen MAIT Zellen sind eine relevante, bisher unzureichend
erforschte T-Zell Population. Es gibt Hinweise auf eine protektive Rolle bei bakteriellen (41),
viralen (42) und Pilz-Infektionen (43). Gleichzeitig haben MAIT Zellen auch proinflammatorische
und -fibrotische Eigenschaften (27). Die genannten Charakteristika sind von besonderer Relevanz
im Kontext einer LTx sowie der damit verbundenen IS. Ein Hauptproblem ist hier das zuletzt
wenig verbesserte Langzeituberleben lebertransplantierter Patientinnen (29). Wichtige Ursachen
daflir sind unter anderem eine erhohte Infektanfalligkeit unter IS (30) sowie eine chronische
AbstoBungsreaktion des Transplantats mit zunehmender Fibrosierung der Leber (44). Bei wenigen
PatientInnen ist jedoch ein Absetzen der IS unter Ausbleiben einer Rejektion mdéglich, was das
(Transplantat-) Uberleben verbessert (zusammengefasst in (45)). Angesichts ihrer groBen Anzahl
in der Leber, sowohl protektiven als auch profibrotischen Eigenschaften ist eine Beteiligung von
MAIT Zellen an den oben genannten Prozessen wahrscheinlich. Zum Einfluss von LTx, 1S und
deren Weaning auf MAIT Zellen existieren jedoch nur wenige Daten. Hauptziel der vorliegenden
Arbeit ist, funktionelle und phanotypische Veranderungen von MAIT Zellen im Kontext einer LTx
sowie der damit einhergehenden IS zu untersuchen. Beide Faktoren werden dabei differenziell
anhand einer vergleichenden Analyse peripherer MAIT Zellen gesunder Spenderinnen (GS),
immunsuprimierter und operational toleranter lebertransplantierter Patientinnen ohne IS (tol)

sowie nierentransplantierter Patientinnen analysiert. Dabei ergeben sich folgende Fragestellungen.

1.) Beeinflussen die derzeit in der klinischen Routine nach LTx verwendeten
Immunsuppressiva wie beispielsweise Glucocorticoide, Calcineurininhibitoren oder
Antimetabolite grundsétzlich die MAIT Zell Funktionalitat?

2.) Welche funktionellen und phénotypischen Verénderungen sind in MAIT Zellen im
peripheren Blut lebertransplantierter Patientinnen nachweisbar? Existieren dosis- oder
substanzabhéngige Unterschiede?

3.) Werden MAIT Zellen bereits durch die LTx selbst beeinflusst oder sind potentielle
Beeintrachtigungen der MAIT Zell Funktionalitat sowie phénotypsiche Veranderungen
ausschlieBlich auf die immunsuppressive Therapie zurtickzufiihren?

4.) Inwieweit sind phénotypische und funktionelle Verdnderungen der peripheren MAIT
Zellen nach LTx und IS durch Weaning der IS reversibel?

5.) Welche phanotypischen Eigenschaften und funktionelle Einschrankungen zeigen

periphere MAIT Zellen operational toleranter lebertransplantierter Patientinnen?
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5 Material und Methoden
51 Immunsuppressiva

Die Auswahl der untersuchten IS flr die in vitro Experimente erfolgte nach ihrer klinischen
Relevanz, welche (ber eine Literaturrecherche in der Datenbank PubMed sowie in Riicksprache
mit behandelnden Arzten des Transplantationszentrums der Charité eingeschatzt wurde. Zur
Konzentrationsbestimmung der IS erfolgte eine Auswertung der entsprechenden Standard
Operating Procedures (SOPs) des Charité Transplantationszentrums, internationalen
Empfehlungen (35, 46) sowie strukturell dhnlicher Experimente (47). Zur Gewaéhrleistung
mdoglichst standardisierter Untersuchungsbedingungen wurden die jeweiligen Wirkstoffe
aliquotiert und bei -20°C (CyA, MPA, Pred) respektive 4°C (Tac) gelagert. Hierfiir wurden nach
entsprechender Verdinnung mit Ethanol Aliquots von Tacrolimus (Prograf®, Astellas Pharma,
Tokyo, Japan) in einer Konzentration von 10 pg/ml, Cyclosporin A (Cayman Chemical, Ann
Arbor, Michigan, USA) in einer Konzentration von 120 pg/ml und Mycophenolséure (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Minnesota, USA) in einer Konzentration von 2,7 mg/ml hergestellt.
Prednisolon (Prednisolut®, Mibe, Sandersdorf-Brehna, Deutschland) wurde in phosphate-
buffered saline (PBS) gel6st und in einer Konzentration von 570 pg/ml aliquotiert. Die Inkubation
von PBMCs mit den jeweiligen Substanzen erfolgte dann in den Endkonzentrationen 10 ng/ml fir
Tac, 120 ng/ml fur CyA, 2,7 pg / ml fur MPA und 0,57 ug / ml fur Pred. Dies entsprach IS
Dosierungen, wie sie unmittelbar nach einer Lebertransplantation angestrebt werden. Zur
Versuchsoptimierung wurden auBerdem antigen- sowie zytokinvermittelte Stimulationen (siehe
4.5) von PBMCs gesunder Spenderinnen (n=6) mit jeweils der 0,1-fachen, 10-fachen sowie der
festgelegten IS Konzentration, beziehungsweise mit Préinkubationszeiten verschiedener Lange
durchgefhrt.

5.2 Antigene und Zytokine

Fir die funktionalen Assays wurden peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) bei 37°C und
einem Luft-CO2-Gehalt von 5% in jeweils 300 pul RPMI 1640 Medium (Biochrom, Berlin,
Deutschland) stimuliert. Letzteres war mit 0,3 mg / ml Glutamin, 100 U / ml Penicillin und 0,1 mg
/ ml Streptomycin sowie 10 % menschlichem AB Serum (jeweils Biochrom) versetzt. Als
inflammatorischer Stimulus wurde eine Kombination der Zytokine IL12, IL15 (jeweils Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland), I1L18 und TNF-like ligand 1A (TL1A) (je R&D,
Minneapolis, Minnesota, USA) gewdhlt, wobei Titrationen mit 1%, 10% und 100% der ebenfalls

in einer Arbeit von Sattler et al. (14) verwendeten Zytokinkonzentrationen bei gleichzeitiger
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Inkubation mit den festgelegten 1S Konzentrationen durchgefiihrt wurden. Die finalen
Zytokinkonzentrationen betrugen je 5 ng / ml fir IL12, IL15 und IL18 sowie 10 ng / ml fur TL1A.

Fur die antigenvermittelte Stimulation wurden lysierte E. coli Bakterien (Laborstamm DH5a) als
Modellantigen sowie anti-CD28 Antikorper in der Konzentration von 1 pg / ml (Biolegend, San
Diego, Kalifornien, USA) als Ko-Stimulus verwendet. Die Bakterien wurden aus einer
laboreigenen Kultur geziichtet und in 1%iger Formalinlésung fir 5 Minuten fixiert. Zur
Minimierung von Formalinriickstanden erfolgten anschlielend mehrere Waschschritte. Die
Anzahl der Bakterien wurde mit einem NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA) spektralphotometrisch tiber den Optischen Dichtewert (OD) bei
einer Wellendnge von 600 nm bestimmt. Aliquots wurden bei -20°C gelagert und vor Gebrauch
mit RPMI Medium auf eine Konzentration von 10° Bakterien / 10 pl verdinnt. Fir die DH5a
Antigenstimulation erfolgten Titrationen mit einer Multiplizitat der Infektion von 10, 30 und 100
zur optimierten Darstellung der Stimulations- und Immunsuppressionseffekte. Diese war bei einer
MOI von 30 gegeben. Die Spezifitat der bakteriellen Stimulation wurde tiber Hinzugabe von anti-
MR1 Antikérpern in einer Konzentration von 10 ug/ml (Biolegend) beziehungsweise einer

Isotypkontrolle vor bakterieller Stimulation bestétigt.
5.3 Antikorper

Die durchflusszytometrischen Multiparameter-Messungen beinhalteten Kombinationen der in
Tabelle 1 gelisteten Markersets zur Analyse relevanter Lymphozytenpopulationen, deren
Phénotyp sowie ihres funktionellen Repertoires nach Stimulation. Fir die Auswahl geeigneter
Marker erfolgte zunéchst eine Literaturrecherche Gber die Datenbank PubMed hinsichtlich der von
MAIT Zellen exprimierten Molekile. Anschlielend wurden geeignete Markersets
zusammengestellt. Die Arbeitskonzentrationen der verwendeten Antikorper wurden durch
Titrationen ermittelt, wobei die jeweils niedrigste Konzentration zum Einsatz kam, bei der zwei

klar trennbare Populationen unterschieden werden konnten.
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Tabelle 1: Liste verwendeter Antikorper zur Oberflachenféarbung

Marker Fluorochrom Hersteller Klon Konzentration  Eigenschaft
CD3 PerCP / Cy5.5 BL SK7 1:100 T-Zellen
CD4 BUV395 BD SK3 1:50 T-Helfer
CD8 APC eFluor 780  eBio SK1 1:100 T-Zytotoxisch
CD14 BV510 BL M5E2 1:100 Monozyten
CD19 BV510 BL H1B19 1:100 B-Zellen
Life / Death | Aqua (BV510) BL 1:800 Tote Zellen
CD161 PE/Dazzle 594  BL HP-3G10 1:30 MAIT
BVv421 HP-3G10 1:30
IL18R PE / Dazzle 594 BL H44 1:100 MAIT
TCR Va 7.2 | APC BL 3C10 1:100 MAIT
CD56 BV785 BL 5.1.H11 1:200 NK
Alexa 700 BL HCD56 1:100
CD69 Alexa 700 BL FN50 1:100 Aktivierung
CD103 PE BL Ber-ACT8 1:200 TR
KLRG1 FITC BL SA231A2 1:200 TR
NKG2D BVv421 BL 1D11 1:30 NK
CD45RA PE / Cy7 BL H1100 1:800 Diff
CCR7 BV711 BD 3D12 1:50 Diff
CDSp PE / Cy7 eBio SIDIS8BEE 1:200 Diff
CD27 PE BL M-T271 1:200 Diff
CXCR3 BV785 BL G025H7 1:200 Diff
HLA-DR FITC BL L243 1:100 Aktivierung
CD38 BV605 BL HIT2 1:200 Aktivierung
PD1 BV711 BD EH12.1 1:200 Anergie
CD107a FITC BL H4A3 1:400 Degranulation
CD25 PE / Cy7 BL BC96 1:100 TReg
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Tabelle 2: Liste verwendeter Antikorper zur intrazellulren Farbung

Marker Fluorochrom Hersteller Klon Konzentration  Eigenschaft
FoxP3 Alexa647 BL 150D 1:50 TReg
CTLA4 BVv421 BL BNI3 1:50 TReg

Ki67 Alexa700 BD B56 1:100 Proliferation
aCasp3 BV650 BD C92-605 1:300 Apoptose
TNFa PE BL MAb11 1:800 EF

IL2 BV605 BL MG1-17H12  1:200 EF

IL17 BV785 BL BL168 1:200 EF

TNFa PE BL MADb11 1:800 EF

IFNg eFluor 450 eBio 4S.B3 1:100 EF

GrB Alexa 700 BD GB11 1:100 EF

Tabellen 1 und 2: Zusammenfassung der zur Immunfluoreszenzfarbung verwendeten Antikdrper.
Die Antikdrper wurden in verschiedenen Panels kombiniert. Abklrzungen: BL: Biolegend; BD: Beckton Dickinson; eBio:

eBioscience. TR: Tissue Residency; Diff: Differenzierung; EF: Effektorfunktion.

5.4 Versuchsaufbau und Durchflusszytometrie
5.4.1 Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie konnen sowohl physikalische Eigenschaften als auch
Oberflachenantigene und intrazellulare Molekile von Zellen gemessen werden. Die Zellen
passieren dazu in einer Flissigkeit, meist PBS, einzeln durch einen Hullstrom hydrodynamisch
fokussiert, mehrere Lichtquellen (meist Laser). Verschiedene Detektoren (Photodioden und/oder
Photoelektronenvervielfacher) messen die Lichtstreuung der Zellen und das Fluoreszenzlicht.
Dabei konvertieren und verstdrken die Detektoren die Lichtsignale (Photonen) zu einem
elektrischen Signal, welches von entsprechenden Programmen in graphische Darstellungen
umgewandelt wird. Streulicht wird als Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) oder
Seitwaértsstreulicht (side scatter, SSC) detektiert. Der FSC bezeichnet die Streuung entlang der
Lichtachse des Lasers und gibt Auskunft tiber die GroRe gemessener Zellen. Der SSC misst die
Granularitdt von Zellen, indem Lichtstreuung im rechten Winkel (anndhernd 90°) zum
einfallenden Lichtstrahl erfasst wird. Schliellich kann auch die Durchflussrate der Zellen
abhéngig vom Zweck der Analyse festgelegt werden. Hohe Durchflussraten, wie in der
vorliegenden Arbeit, werden unter anderem bei Immunphdanotypisierungen verwendet

(zusammengefasst in (48)).
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5.4.2 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Analyse von Zellkomponenten werden diese mit Antikérpern gegen die zu bestimmende
Struktur markiert. Der Sichtbarmachung dienen Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorophore), die direkt
an den Antikdrper oder an einen gegen den ersten Antikorper gerichteten Antikdrper gebunden
sind. Die Fluorophore werden durch Licht unterschiedlicher Wellenldngen angeregt und emittieren
daraufthin ein definiertes, langwelligeres Lichtspektrum. Da die Farben von anregendem und
ausgestrahltem Licht unterschiedlich sind, kdnnen diese durch die Verwendung optischer Filter
(long pass, short pass, band pass) getrennt und von nachgeschalteten Detektoren unterschieden
werden. Die Verwendung unterschiedlicher Farbstoff-Laser Kombinationen ermdglicht eine
gleichzeitige Messung verschiedener Molekule. Zusatzliche Variabilitdt kann Uber sogenannte
Tandem-Fluorophore, Kombinationen zweier Farbstoffe, erreicht werden. Da sich die
Emissionsspektra einzelner Fluorophore iiberschneiden kénnen (spektrale Uberlappung), miissen
flr eine korrekte Messung im Rahmen einer Kompensation Teile der jeweiligen Signale von denen
anderer Emissionen subtrahiert werden und umgekehrt (zusammengefasst in (48)). Als
Ausgangswerte fir eine addquate Kompensation wurden deshalb zundchst Einzelmessungen der
verwendeten Farbstoffe durchgefiihrt und ein entsprechendes Kompensationsprofil erstellt,
welches probenabhdngig individuell angepasst werden konnte. Neben der Frequenz der ein
Merkmal exprimierenden Zellen kann auch die Starke der Merkmalsauspréagung uber die mean
fluorescence intensity (MFI) bestimmt werden. Zur Berechnung der MFI wurde in dieser Arbeit

der geometric mean (gMFI) verwendet.
5.4.3 Zellisolation

Fur die Untersuchungen wurden PBMCs aus jeweils 20 ml heparinisiertem Vollblut von leber-
und nierentransplantierten Probandinnen sowie von gesunden Spenderinnen isoliert. Die Zellen
wurden Uber Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll (Dichte 1,077 g/ml, Biochrom, Berlin,
Deutschland)  getrennt.  AnschlieBend  erfolgte  eine  Zellzahlbestimmung  durch
Stromausschlussverfahren und Pulsflichenanalyse mittels CASY® TT (OLS OMNI Life Science,
Bremen, Deutschland). Danach wurden eine Phénotypisierung und funktionale Assays (siehe
3.4.4-5) durchgefuhrt. Fir weiterfiihrende Untersuchungen wurde jeweils ein Teil der Zellen

sowie Serumproben der Patientinnen kryokonserviert.
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5.4.4 Phanotypisierung

Fir die Phanotypisierung wurden abhéngig von der Gesamtzellzahl 1-2x10° PBMCs pro Probe in
zwei verschiedenen Panels analysiert, wobei die Zellen jeweils in PBS / BSA mit den in Tabelle
1 genannten Fluoreszenzfarbstoffen in den angegebenen Konzentrationen resuspendiert wurden,
sodass sich ein Gesamtvolumen von 100pl ergab. Die Farbung erfolgte fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur. In manchen Fallen war ein zweiter Farbeschritt fir die Dauer von 10 Minuten
bei 4°C nétig.

5.4.5 Funktionelle Assays

Fur die funktionellen Assays (siehe Abbildung 2) wurden abhéngig von der Gesamtzahl der
isolierten PBMCs zwischen 5x10° bis 1x10° Zellen pro Probe verwendet. Die Zellen wurden in
300 pl RPMI Medium (siehe 4.2) fiir 22 Stunden bei 37°C mit den entsprechenden Zytokinen oder
E. coli und aCD28 inkubiert. Zur intrazellularen Messung sezernierter Proteine wurde Brefeldin
A (BrefA, Sigma-Aldrich) mit einer Konzentration von 10 pg/ml in den letzten 4 Stunden der
Zytokinstimulation beziehungsweise zusammen mit BD GolgiStop™ (Hauptbestandteil:
Monensin, BD Biosciences, 1: 1000) fur die letzten 18 Stunden der E. coli Stimulation
hinzugegeben. Beide Substanzen wirken Uber eine Inhibierung des Golgi Apparates und fuihren so
zur intrazelluldaren Akkumulation normalerweise sezernierter Proteine (49). Flr die in vitro
Experimente mit PBMCs gesunder Spenderinnen wurden diese in 300 pul RPMI zwei Stunden mit

den oben genannten IS in verschiedenen Konzentrationen oder den Kombinationen Tac + MPA,

/- 2h Prainkubation -\ 22h Stimulation

IL18
IL12 IL15 °
® o TL1a
ZytOkme ® + Brefeldin A
1 -2h 4h 1 18h 1
I T > T
oder + Monensin + Brefeldin A

E. coli (DH5alpha) + CD28 Ligand

Mycophenolsaure : II

Tacrolimus

OH
Ho 2% Lom .
HC ' H ~ Ao

2
C

o M

H e st

o

Prednisolon Cyclosporin A

Abbildung 2: Zusammenfassung der funktionellen Assays.
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Tac + Pred, CyA + Pred Dbeziehungsweise MPA + Pred vorinkubiert. Bei allen
Stimulationsexperimenten erfolgte eine Negativ- (keine Stimulation) und bei in vitro Versuchen
zusétzlich eine Positivkontrolle (Stimulus ohne IS sowie Stimulus mit Ethanol, dem verwendeten
Losungsmittel der 1S). Nach Stimulationsende wurde zunachst eine Oberflachenfarbung (siehe
5.4.4) durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgte eine Fixierung und Permeabilisierung der Zellen mit
BD FACS™ Lysing Solution respektive BD FACS™ Permeabilizing Solution 2 (beide BD
Biosciences). Dann folgte eine Féarbung intrazellular akkumulierter Proteine wie beispielsweise

TNFa, IFNy oder aCasp3 fur 30 Minuten bei Raumtemperatur.
5.5 Durchflusszytometrische Analyse

Alle durchflusszytometrischen Analysen erfolgten mit einem FACS LSR Fortessa™ X20 (Becton
Dickinson and Company, BD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA) mit vier Lasern in den
Farben Rot (633 nm), Blau (488 nm), Violett (405 nm) und Ultraviolett (355 nm) sowie 16 Filtern.
In dieser Konfiguration konnten maximal 16 verschiedene Parameter gleichzeitig gemessen
werden. Vor der durchflusszytometrischen Analyse wurden die gewaschenen Zellpellets zunéchst
in 100ul PBS geldst und kurz gevortext. Noch nicht gemessene Proben wurden bis zu ihrer
Messung bei 4°C gelagert. Aus Ubersichtlichkeitsgriinden wurde ein Detektionsschwellenwert

(Threshold) von 20.000 festgelegt, sodass kleinere Partikel nicht aufgezeichnet wurden.
5.5.1 Gating Strategie

Fur die Analyse durchflusszytometrischer Daten existieren wenig definierte Standards. Deshalb
ist sie in hohem MalRe von der Erfahrung des Experimentators abhdngig. Leitkonzepte der
Datenanalyse sind es, die zu erforschenden Zellpopulationen selektiv darzustellen und dann tber
Abbildung untersuchter Biomarker weitere Informationen tber diese zu gewinnen. Diese Methode
wird als Gating bezeichnet. Ein Gate ist dabei eine definierte Region auf einem Graphen, welche
eine abgrenzbare Zellpopulation umfasst (zusammengefasst in (48)). Durch das Definieren von
Gates konnen storende Zellen und Partikel schrittweise ausgeschlossen werden, bis die
Zielpopulationen dargestellt sind. Die verwendete Gating Strategie kann in Abbildung 3

nachvollzogen werden.
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Abbildung 3: Gating Strategie

Zunéchst erfolgte ein Gating auf Lymphozyten. Im Anschluss wurden tiber FSC-W und -H Dubletten ausgeschlossen. Uber einen
,dump* (CDI14, CDI19, L/D) Channel wurden tote Zellen, Monozyten und B-Zellen ausgeschlossen. MAIT Zellen waren CD3*,
CD8* oder CD8'CD4 sowie Va7.2*CD161M". | Konventionelle, nicht-MAIT CD8* Zellen wurden entsprechend der Darstellung
identifiziert. CD4* T-Zellen waren CD3* und CD4*CD8". Regulatorische T-Zellen waren CD3*, CD4*CD8" und CD25"9"FoxP3*,
NK Zellen wurden als CD3 Zellen Uiber CD56 Expression selektiert. Nach Sattler, Thiel et al. (50).

5.5.2 Auswertung

Die Datenauswertung erfolgte manuell mit dem Programm FlowJo (Version 10, Treestar, Ashland,
Oregon, USA). In dieser Arbeit gezeigte Durchflusszytometriedaten sind als Dot Plots
(zweidimensionale Streudiagramme zur gleichzeitigen Auswertung zweier Merkmale) dargestellt.
Um in die Analyse integriert zu werden, musste eine Mindestzellzahl von 25 Zellen in der
jeweiligen Zielpopulation nachweisbar sein. AufRerdem wurden fir einzelne Proben Marker mit
ungenugendem Farbeergebnis ausgeschlossen. In unseren Analysen erfolgte jeweils eine
Gruppierung der PatientInnen entsprechend ihrer IS sowie deren Stérke. Hier entspricht Gruppe 1
einer Medikation mit Tac Serumspiegeln < 3 ng/ml oder CyA < 50 ng/ml. Gruppe 2 erhielt IS mit
Tac 3-5 ng/ml oder CyA 50-100 ng/ml. Gruppe 3 wurde mit Tac Spiegeln Gber 5ng/ml bzw. CyA
Spiegeln Gber 100 ng/ml behandelt. Die MMF Dosis (bis zu 500 mg/d) war fir die
Gruppeneinteilung unerheblich.

5.5.3 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der in FlowJo ausgewerteten Daten erfolgte durch die Software
Graphpad PRISM (Version 8.0, GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA). Ergebnisse

wurden in Diagrammen dargestellt. Alle Balkendiagramme zeigen den Mittelwert =+
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Standardfehler (Standard error of the mean, SEM). Fur die statistische Analyse wurden die
Messwerte zundchst mittels D’Agostino-Pearson sowie Shapiro-Wilk Tests auf eine
Normalverteilung hin Uberprift. Abhangig von der Normalverteilung wurde bei Vergleichen von
zwei unabhdngigen Stichproben ein T-Test mit Welch-Korrektur beziehungsweise ein Mann-
Whitney Test angewandt. Statistische Vergleiche von mehr als zwei ungepaarten Gruppen
erfolgten via ANOVA, wenn eine Normalverteilung angenommen werden konnte, oder Kruskal-
Wallis-Test, falls keine Normalverteilung bestand. In allen statistischen Tests mit mehreren
Gruppen wurden die jeweiligen Behandlungsgruppen mit der Referenzpopulation (GS)

verglichen.
5.6 Patientlnnen und gesunde Spenderinnen

Die Studie wurde vom Ethikkomitee der Charité-Universitatsmedizin Berlin genehmigt und nach
dessen Vorgaben ausgefiihrt (EA 2/028/13, EA 2/035/16, EA 4/127/17). Alle Probanden gaben
entsprechend der Helsinki Deklaration ihr Einverstandnis zur Teilnahme an dieser Studie.
Gesunde Spenderlnnen fur eine altersangepasste Kontrollgruppe wurden auf freiwilliger Basis
rekrutiert. Einschlusskriterium fiir leber- und nierentransplantierte Patientlnnen war eine
laborchemisch und Klinisch stabile Transplantatfunktion zum Zeitpunkt der immunologischen
Analyse. Ausgeschlossen wurden Patientinnen und gesunde Spenderlnnen mit klinischen
Hinweisen auf eine akute beziehungsweise chronische Infektion oder Inflammation zum
Untersuchungszeitpunkt. Ein Ausschlusskriterium bei HBV- oder HCV-infizierten Probandinnen
waren dartiber hinaus Rezidive innerhalb eines Jahres vor dem Messzeitpunkt. Die Liste der
eingeschlossenen Patientlnnen ist in den Tabellen 2 und 3 einsehbar (modifiziert nach Sattler,
Thiel et al. (50)).
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Tabelle 3: Charakteristika lebertransplantierter Patientinnen und gesunder Spenderinnen

Variablen Alle Tolerante Gesunde
PatientInnen PatientInnen Spenderlnnen
(n=58) (n=8) (n=19)

Alter (y £ SD)* 61,78 (11,75) 63,8 (10,3) 61,26 (6,51)

Geschlecht (weiblich)** 21/58 (36,2%) 1/8 (12,5%) 10/19 (52,6%)

Jahre seit Transplantation (y = SD)* 12.59 (7,2) 15.5(7,2)

Tolerante Gruppe (IS-frei)** 8/58 (13,8%)

Tolerante Gruppe: durchschnittliche 1S- 36.8 (75,6)

freie Zeit"

IS Gruppe 1** 20/58 (34,5%)

IS Gruppe 2** 19/58 (32,8%)

IS Gruppe 3** 11/58 (19%)

IS**

Tacrolimus + Mycophenolat Mofetil 19/58 (32,8%)

Tacrolimus 16/58 (27,6%)

Keine 8/58 (13,8%)

Mycophenolat Mofetil 6/58 (10,3%)

Cyclosporin A + Mycophenolat Mofetil | 5/58 (8,6%)

Cyclosporin A 4/58 (6,9%)

Grunderkrankung**

Nutritiv-toxische Zirrhose 13/58 (22, 4%)

Hepatitis C 11/58 (19%) 5 (62,5%)

Hepatozelluléres Karzinom (HCC) 9/58 (15,5%) 1(12,5%)

Hepatitis B 9/58 (15,5%) 1 (12,5%)

Primar billiare Cholangitis 4/58 (6,9%)

Kryptogene Zirrhose 3/58 (5,2%) 1(12,5%)

Alpha-1 Antitrypsin Mangel 2/58 (3,4%)

Primar sklerosierende Cholangitis 2/58 (3,4%)

Budd-Chiari Syndrom 1/58 (1,7%)

Caroli Syndrom 1/58 (1,7%)

Chemotherapie-induzierte Zirrhose 1/58 (1,7%)

Sekundér biliare Zirrhose 1/58 (1,7%)

Morbus Wilson 1/58 (1,7%)

Tabelle 3: Charakteristika lebertransplantierter Patientinnen und gesunder Spenderinnen
FuRnoten: y: Jahre, *Durchschnitt + Standardabweichung; **Anteil (Prozentzahl;) *Monate + Standardabweichung. Die
Einteilung der Patientlnnen in IS Gruppen ist in Kapitel 5.4.8 beschrieben. Nach Sattler, Thiel et al.(50).
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Tabelle 4: Charakteristika wahrend der Studie geweanter Patientinnen

Patientennummer  Alter® Geschlecht Zeit Grunderkrankung I1S° IS-
(m/f) seit freie
Tx® Zeit*
11 74 m 13 HCV MMF 9
12 60 m 8 Kryptogen Tac + MMF 6
13 65 m 14 HCC Tac 4

Tabelle 4: Charakteristika wahrend der Studie geweanter PatientInnen.

FuBnoten: m: mannlich, f: weiblich, Tx: Transplantation, *Bei Baseline Analyse, $Jahre, °vor Absetzen der IS, *Monate. Nach
Sattler, Thiel et al.(50).

Tabelle 5: Charakteristika nierentransplantierter Patientinnen

Variablen Patientlnnen
(n=23)
Alter (y £ SD)* 58,57 (11,7)
Geschlecht (weiblich)** 8/23 (34,8%)
Jahre seit Transplantation (y £ SD)* 9,3 (5,0)
IS**
Tacrolimus + Mycophenolat Mofetil + Prednisolon 11/23 (47,8%)
Cyclosporin A + Mycophenolat Mofetil + Prednisolon | 8/23 (34,8%)
Tacrolimus +Mycophenolat Mofetil 2123 (8,7%)
Tacrolimus + Prednisolon 2123 (8,7%)
Grunderkrankung**
Hypertensive Nephropathie 5/23 (21,7%)
IgA Nephropathie 3/23 (13%)
Glomerulonephritis 3/23 (13%)
Pyelonephritis 2123 (8,7%)
Polyzystische Nierenerkrankung 2123 (8,7%)
Kryptogen 2123 (8,7%)
Zystinose 1/23 (4,3%)
Diabetische Nephropathie 1/23 (4,3%)
Diabetische + Hypertensive Nephropathie 1/23 (4,3%)
Fokal segmentale Glomerulosklerose 1/23 (4,3%)
Obstruktive Nephropathie 1/23 (4,3%)
Systemischer Lupus Erythematodes 1/23 (4,3%)

Tabelle 5: Charakteristika nierentransplantierter Patientinnen

FuRnoten: y: Jahre, *Durchschnitt + Standardabweichung; **Anteil (Prozentzahl;) *Monate + Standardabweichung. Die

Einteilung der Patientlnnen in IS Gruppen ist in Kapitel 5.4.8 beschrieben. Nach Sattler, Thiel et al.(50).

28



6 Ergebnisse

6.1 Beeinflussung von MAIT Zell Funktionen gesunder Spenderinnen durch

Immunsuppression abhangig vom Aktivierungsmechanismus

Zur Untersuchung eines potenziellen Einflusses bei LTx géangiger IS auf MAIT Zellen wurden
PBMCs gesunder Spenderinnen in vitro mit verschiedenen IS (Tac, CyA, MPA, Pred und
Kombinationen) in unterschiedlichen Konzentrationen vorinkubiert. Anschlie3end erfolgte eine
22-stundige Stimulation, entweder mittels Zytokinstimulation unter Verwendung von 1L12, IL15,
IL18 sowie TL1A in vortitrierten Konzentrationen oder mit E. coli Bakterien in Kombination mit
aCD28. Durchflusszytometrische Messungen der von MAIT Zellen produzierten Zytokine zeigten
hierbei, dass nach Zytokinstimulation lediglich Prednisolon die Expression der Zytokine TNFa
und IFNy signifikant supprimierte (Abbildung 4). Bei antigenspezifischer Stimulation war eine
signifikante Hemmung der TNFo und IFNy Expression zusétzlich unter IS mit Tac beobachtbar.
TNFa konnte auBerdem nach Préinkubation mit CyA supprimiert werden (Abbildung 4).
Weiterhin beeintrachtigte sowohl eine Vorinkubation mit Pred als auch mit Calcineurininhibitoren
die Ausschuttung von IL17. Die Expression des bei E. coli Stimulation nachweisbaren
Degranulationsmarkers CD107a blieb durch die IS unbeeintrachtigt. Die sowohl bei Zytokin- als
auch E. coli Stimulation gemessene Serinprotease GrB war lediglich nach antigenspezifischer
Stimulation und Prainkubation mit Pred signifikant vermindert (Daten nicht gezeigt. Vergleiche
jeweils Sattler, Thiel et al. (50)).

6.2 Divergente T-Zell Frequenzen unter Immunsuppression

Zur Untersuchung des Einflusses von LTx beziehungsweise 1S auf MAIT Zellen erfolgte eine
durchflusszytometrische ex vivo Phénotypisierung verschiedener Lymphozytenpopulationen
lebertransplantierter Spenderlnnen im Vergleich zu einer gesunden altersgematchten
Vergleichsgruppe (Abbildung 5). Hier waren signifikant reduzierte MAIT Zell Frequenzen bel
immunsupprimierten Spenderinnen auffallig. Diese zeigten sich unabhéangig von der individuellen
IS Medikation. Bei toleranten geweanten (tol) lebertransplantierten Patientinnen blieben MAIT
Zell Frequenzen ebenfalls signifikant erniedrigt. Die Frequenzen von Treg sowie konventionellen
CDA4" T-Zellen waren lediglich bei IS Patientlnnen signifikant vermindert und erholten sich nach
Weaning. Weiterhin zeigten sich die Frequenzen CD8" T-Zellen bei beiden Patientengruppen
signifikant erhoh signifikant erhoht. Bezlglich der NK Zell Frequenzen zeigten sich keine

signifikanten Veranderungen gegenuber gesunden Individuen.
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Abbildung 4: Anteil von TNFo. und IFNy produzierenden CD8* und DN MAIT-Zellen nach inflammatorischer (A) oder
antigenspezifischer (B) Stimulation von PBMCs unter 22h Koinkubation mit verschiedenen IS.

Oben: exemplarische Darstellung einzelner Dotplots. Unten: Balkendiagramme zeigen den Mittelwert £ SEM in Prozent der
Zytokinproduktion stimulierter PBMCs ohne 1S, welche als 100% definiert wurden. Signifikanzen beziehen sich jeweils auf den
Vergleich einzelner Gruppen (n=6) mit der Referenzgruppe (ohne IS). Legende fiir diese und alle folgenden Abbildungen: *:
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001. Abbildung nach Sattler, Thiel et al. (50).
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Abbildung 5: Zellfrequenzen altersgematchter gesunder Spenderlnnen (GS, n=20) im Vergleich zu immunsupprimierten (IS,
n=58) sowie toleranten (tol, n=7-8) lebertransplantierten Patientlnnen.

MAIT-Zell Frequenzen lebertransplantierter Patientinnen (A) sind zusatzlich aufgeschlisselt nach der jeweiligen IS dargestellt.
Unten (B) sind NK (CD3'CD56"), CD4* und CD8" T-Zellen sowie nTReg Frequenzen abgebildet. Die Punktdiagramme zeigen

einzelne Messwerte sowie Mittelwerte und SEM. Statistische Vergleiche beziehen sich jeweils auf die Referenzpopulation (GS).
Nach Sattler, Thiel et al. (50).

6.3 MAIT Zellen in LTx-Patienten zeigen unter Immunsuppression einen aktivierten,
funktionell erschépften Phanotyp

Zur Identifizierung moglicher Biomarker fir die Entwicklung operationaler Toleranz nach
Lebertransplantation erfolgte auBerdem eine durchflusszytometrische Analyse verschiedener
MAIT Zell Aktivierungs- und Differenzierungsmarker (Abbildung 6). Hier zeigten sich bei MAIT
Zellen immunsupprimierter Patientinnen erhohte Aktivierungsmarker (CD69, CD38, HLA-DR)
im  Vergleich zu einer altersgematchten Kontrollgruppe gesunder  Spenderinnen.

Interessanterweise war hier bei toleranten Patientlnnen kein signifikanter Unterschied zur
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Kontrollgruppe detektierbar. Auch in einer IS-Subgruppenanalyse konnte eine Signifikanz nicht
fur alle 1S-Regimes nachgewiesen werden. Weiterhin war bei immunsupprimierten sowie
toleranten Patientinnen eine signifikante Erhéhung des Erschépfungsmarkers PD1 aufféllig,
welche in einer Analyse der IS-Subgruppen nicht fur jede IS-Kohorte Signifikanz erreichte.
Dartiber hinaus konnte in unstimulierten MAIT-Zellen immunsupprimierter und toleranter
PatientInnen eine signifikant erhdhte ex vivo Expression von GrB nachgewiesen werden, welche

ebenfalls nicht bei allen 1S-Subgruppen Signifikanz erreichte.
6.4 Funktionelle MAIT Zell Beeintrachtigung nach Lebertransplantation

Zur Analyse der funktionellen Beeintrachtigung von MAIT Zellen lebertransplantierter
Patientinnen wurden PBMCs analog zu 5.1 mit Zytokinen oder E.coli und aCD28 stimuliert und
die durchflusszytometrisch gemessene Produktion verschiedener Effektormolekiile mit einer
altersgematchten gesunden Referenzpopulation (GS) statistisch verglichen (Abbildung 7).
Unabhangig von der Art der Stimulation zeigte sich hierbei eine signifikant verminderte
Expression von TNFa und IFNy bei immunsupprimierten Patientinnen. In einer
Subgruppenanalyse abhangig von der verwendeten IS waren Unterschiede nur in wenigen Féllen
signifikant. Bei toleranten Patientinnen war ausschlieBlich die IFNy Produktion nach
antigenspezifischer Stimulation signifikant vermindert. Weiterhin zeigte sich eine reduzierte
Expression des bei E. coli Stimulation nachweisbaren Degranulationsmarkers CD107a in der IS
Gruppe, welche nach Subgruppenanalyse nicht in allen Untergruppen signifikant wurde. Dartiber
hinaus konnte eine signifikante Erhéhung der GrB Expression immunsupprimierter Patientinnen
nach E. coli Stimulation festgestellt werden, welche nicht fur alle IS Untergruppen Signifikanz
erreichte (Daten nicht gezeigt. Vergleiche Sattler, Thiel et al. (50)).
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Abbildung 6: Exemplarische Darstellung von Aktivierungsmarkern (A+B), funktionellen Erschopfungsmarkern (C) sowie ex
vivo Granzyme B Expression (D) von MAIT Zellen gesunder Spenderlnnen (GS, n=20), immunsupprimierter (IS, n=58) und
toleranter (tol, n=7-8) Patientlnnen.

Balkendiagramme zeigen den Mittelwert £ SEM. Punktdiagramme zeigen einzelne Messwerte sowie Mittelwerte und SEM.

Statistische Vergleiche beziehen sich jeweils auf die Referenzpopulation (GS). Nach Sattler, Thiel et al. (50).
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Abbildung 7: Exemplarische Darstellung der Effektormolekiilexpression von MAIT Zellen gesunder Spenderinnen (GS, n=20)
im Vergleich zu immunsupprimierten (1S, n=58) und toleranten (tol, n=7-8) Patientlnnen nach inflammatorischem Stimulus
durch Zytokine (A) oder antigenspezifischer Stimulation mit E. coli (B).

Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM. Punktdiagramme zeigen einzelne Messwerte sowie Mittelwerte und SEM.
Statistische Vergleiche beziehen sich jeweils auf die Referenzpopulation (GS). Nach Sattler, Thiel et al. (50).



6.5 Verminderte MAIT Zell Polyfunktionalitat unter Immunsuppression

Aullerdem erfolgte eine Bewertung der Beeintrachtigung von MAIT Zell Funktionalitat bei
lebertransplantierten Patientinnen durch eine Analyse der gleichzeitigen Produktion multipler
Effektormolekile mithilfe von Boolean Gating. Unterschieden werden dabei Zellen, welche
keines (0), eines (1) oder gleichzeitig mehrere Molekile (2, 3 oder 4) produzieren. Nach
Zytokinstimulation erfasste Marker beinhalteten TNFa, IFNy und GrB. Nach E. coli Stimulation
gemessene Molekiile waren TNFa, IFNy, GrB sowie CD107a. Im Vergleich zu einer
altersgematchten gesunden Kontrollgruppe zeigte sich hier nach Zytokinstimulation eine
Reduktion tripel- und doppelpositiver Zellen sowohl unter verschiedenen IS als auch bei toleranten
Patientinnen. Nach antigenspezifischer Stimulation waren die Frequenzen quadrupel-, tripel- und

doppelpositiver MAIT Zellen lebertransplantierter Patientinnen reduziert.

A Zytokine

w/o IS

. l Anzahl Zytoklne

B Coli

ohne IS
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Abbildung 8: Polyfunktionalitatsanalyse von MAIT Zellen gesunder Spenderinnen (GS, n=20), immunsupprimierten und

Q=N

toleranten (tol, n=7-8) Patientlnnen nach inflammatorischem Stimulus durch Zytokine (A) oder antigenspezifischer
Stimulation mit e. coli und aCD28 (B).
In A analysierte Molekiile beinhalten GrB, IFNy und TNFo. Nach coli Stimulation wurde weiterhin CD107a beriicksichtigt. Die

Kreisdiagramme zeigen Mittelwerte. Nach Sattler, Thiel et al. (50).
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6.6 Normalisierungstendenzen von MAIT Zell Phanotyp und Funktionen nach Weaning

Zur Untersuchung von Veranderungen des MAIT Zell Phénotyps und der MAIT Zell
Funktionalitat nach erfolgreichem Weaning wurden PBMCs von drei Patientinnen vor und 4-9
Monate nach vollstdndigem Absetzen der IS Medikation durchflusszytometrisch untersucht. In
erfolgreich geweanten Patientlnnen zeigte sich eine reduzierte Expression der Aktivierungsmarker
CD38 und HLA-DR sowie der ex vivo GrB Produktion. AuRRerdem war ein deutlicher Anstieg von
PD1 sowie eine leichte Erhéhung der CD69 Expression nachweisbar. Funktionell zeigte sich
unabhdngig von der Stimulationsart eine gesteigerte Produktion von TNFo und IFNy. Nach E. coli

Stimulation war die Frequenz CD107a exprimierender Zellen bei geweanten Patientinnen erhoht.
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Abbildung 9: Longitudinale Beobachtung des MAIT Zell Phanotyps (A) sowie der MAIT Zell Funktion nach Zytokin- (B) oder
Coli Stimulation (C)

Gezeigt sind zwei beziehungsweise drei wahrend der Studie geweante PatientInnen vor (IS) und 4-9 Monate nach abgeschlossenem
Weaning (tol) bei stabiler Transplantatfunktion. Zusammengehdrige Werte sind im Punktdiagramm mit Linien verbunden. Nach
Sattler, Thiel et al. (50)
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6.7 MAIT Zell Verlust und aktivierter Phanotyp nach Nierentransplantation

Um zwischen Effekten von LTx und IS zu differenzieren, wurden zusatzlich PBMCs
nierentransplantierter Patientinnen unter mit LTx vergleichbarer immunsuppressiver Medikation
isoliert und durchflusszytometrisch untersucht. Dabei zeigte sich im Vergleich zu gesunden
Spenderlinnen eine signifikante Reduktion peripherer MAIT Zellen, welche ebenfalls vermehrt die
Aktivierungsmarker CD69 sowie CD38 und HLA-DR exprimierten. Weiterhin war eine
signifikante Erniedrigung von T-Helfer Zellen sowie eine signifikante Erhdhung zytotoxischer T-

Zellen auffallig. NK Zell Frequenzen blieben unverandert.
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Abbildung 10: Exemplarische Darstellung von Zell-Frequenzen (A) sowie MAIT Zell Expression verschiedener
Aktivierungsmarker (B) immunsupprimierter nierentransplantierter Patientinnen (NTx, n=23) im Vergleich zu gesunden
Spenderlnnen (GS, n =20).

Punktdiagramme zeigen einzelne Messwerte sowie Mittelwerte und SEM. Statistische Vergleiche beziehen sich jeweils auf die
Referenzpopulation (GS). Nach Sattler, Thiel et al. (50).
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7 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung von LTx, IS und deren Weaning auf MAIT Zellen
differenziell untersucht werden. Insbesondere war dabei von Interesse, inwieweit gangige bei LTXx
verwendeten Immunsuppressiva MAIT Zell Funktionen und Ph&notyp in vitro und ex vivo
beeinflussen. AuRerdem sollte eruiert werden, ob bereits die LTx selbst MAIT Zell Phanotyp und
Funktionalitat beeinflusst. Dartber hinaus sollten MAIT Zell Verdnderungen durch Weaning

sowie Eigenschaften von MAIT Zellen operational toleranter Spenderlinnen untersucht werden.
7.1 Multifaktoriell bedingter MAIT Zell Verlust

In den durchflusszytometrischen Messungen war eine signifikante Reduktion der MAIT Zell
Frequenzen in lebertransplantiertern Patientlnnen im Vergleich zu gesunden Spenderinnen
auffallig. Diese zeigte sich bei allen transplantierten Probandinnen unabhdngig von der
Grunderkrankung (Daten nicht gezeigt), dem jeweiligen IS Regime oder der Starke der IS (vgl.
Sattler, Thiel et al. (50)). Auch nach Weaning und bei toleranten Spenderinnen blieben MAIT
Zellen signifikant erniedrigt. Weiterhin konnte eine Reduktion von peripheren MAIT Zellen nach
Transplantation auch bei nierentransplantierten Spenderinnen nachgewiesen werden. Eine
Erniedrigung der MAIT Zell Frequenzen im Blut als Reaktion auf unterschiedliche Erkrankungen
ist in der Literatur vielfach beschrieben. Dies wurde sowohl flr Erkrankungen, in denen eine
protektive Rolle, als auch fir Erkrankungen, in denen ein pathologischer Einfluss von MAIT
Zellen angenommen wird, gezeigt (zusammengefasst in (51)). Auch fir Leber- (zusmmengefasst
in (3)) und terminale Niereninsuffizienz sowie nach NTx (52) konnte ein peripherer MAIT-Zell-
Verlust festgestellt werden. In einer Studie wiesen Xue et al. nach, dass dieser bei Patientinnen
mit chronischer HepB Infektion abhéngig vom Schweregrad der Leberinsuffizienz war und sich
mit Verbesserung der Leberfunktion teilweise erholte (53). In der vorliegenden Arbeit wurde
zusétzlich gezeigt, dass sich MAIT Zell Populationen nach LTx analog zu Patienten nach NTx
(52) nicht erholen. Auch nach Weaning der IS blieben MAIT Zell Frequenzen niedrig, sodass von
einem grunderkrankungs- und weniger 1S-bedingten MAIT-Zell-Verlust auszugehen ist. Als
Pathomechanismus fiir den Verlust peripherer MAIT Zellen werden in der Literatur verschiedene
Ursachen diskutiert. Eine Hypothese ist die Migration von MAIT Zellen aus dem Blut in

entziindete Organe. So konnten bei Patientinnen mit fortgeschrittener Leberzirrhose in
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Aszitespunktaten erhohte Frequenzen funktionaler MAIT Zellen nachgewiesen werden, die bei
Patientinnen mit Leberzirrhose und spontan bakterieller Peritonitis zusatzlich tGberproportional
erhoht waren. Im peripheren Blut hingegen zeigten sich die MAIT Zellen bei beiden
Patientengruppen erniedrigt und funktionell eingeschrankt (54). Die Expression des bei
Inflammation fir die Leber spezifischen Zielrezeptors CXCR3 war in den fir diese Arbeit
durchgefihrten Experimenten jedoch bei MAIT Zellen nicht erhoht (Daten nicht gezeigt). Deshalb
ist von keiner verstarkten Migration in die Leber auszugehen. Weiterhin gelten MAIT Zellen als
anfallig fur aktivierungsinduzierte Apoptose (zusammengefasst in (3)). In der vorliegenden Arbeit
war die aktivierte Caspase 3 (aCasp3) in MAIT Zellen jedoch nicht erhoht, sodass dieser
Mechanismus nicht bestatigt werden konnte (Vergleiche Sattler, Thiel et al. (50)). Eine weitere
Ursache flr erniedrigte MAIT Zell Frequenzen kénnte neben einem grunderkrankungsbedingten
MAIT Zell Verlust deren geringes Regenerationspotential sein. Hinweise hierfiir sind einerseits
die geringe Expression von Ki67 (zusammengefasst in (3)). Andererseits konnten Uber den stark
exprimierten MDR1 hinausgehende Stammzelleigenschaften wie eine grof3e Telomerlédnge oder
verstarkte Telomeraseaktivitat bei MAIT Zellen nicht nachgewiesen werden (55). Eine IS scheint
sich ebenfalls auf das Regenerationspotential von MAIT Zellen auszuwirken. Nach in vitro
Inkubation von MAIT Zellen gesunder Spenderinnen mit MPA, Tac oder Pred zeigten diese eine
beeintréchtigte Proliferation, wobei ebenfalls keine vermehrte Apoptose festgestellt werden
konnte (13). Auch in anderen Kontexten ist eine ausbleibende Erholung von MAIT Zell
Populationen nach erfolgreicher Therapie dokumentiert (zusammengefasst in (3)). Im
Transplantationskontext ~ sind  MAIT  Zellen diesbeziglich nur nach allogener
Stammzelltransplantation untersucht worden. Konuma et al. berichteten, dass sich MAIT Zell
Frequenzen nach allogener Nabelschnurbluttransplantation bei chronischer Graft versus Host
Disease erst nach ungefdhr 10 Jahren vollstdndig erholten (56). Eine Rekonstitution von
peripheren MAIT Zell Frequenzen in allogen stammzelltransplantierten Patientinnen konnte
jedoch positiv. mit einer hohen Darm-Mikrobiomdiversitdt sowie hohen Zahlen von
Bifidobacterium longum sowie Blautia Spezies im Darm korreliert werden (zusammen gefasst in
(57)). In vitro konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine Exposition von MAIT Zellen mit E. coli
eine MR1-abhéngige Proliferation induziert (58). Insgesamt weisen diese Beobachtungen darauf
hin, dass ein intaktes und diverses Darm-Mikrobiom zu einer Proliferation von MAIT Zellen
beitragt. Auch bei fortgeschrittenen Lebererkrankungen und nach LTx wird von einer Dysbiose
ausgegangen (zusammengefasst in (59)), welche eine Regeneration des MAIT Zell
Kompartiments negativ beeinflussen koénnte. Insgesamt konnten die Beobachtungen in dieser
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Arbeit somit auf einen MAIT Zell Verlust im Rahmen der Grunderkrankung hindeuten, welcher
schon vor LTx manifest war. Die Rekonstitution verminderter MAIT Zell Populationen kénnte
zusétzlich durch eine haufig nach LTx vorhandene Dysbiose sowie durch IS gehemmt werden.
Auch in anderen T-Zell Untergruppen waren Veranderungen der Populationszahlen nachweisbar,
welche bereits publizierten Daten zu CD4", CD8" (60) und regulatorischen T Zellen
(zusammengefasst in (61)) bestatigen. Interessanterweise blieben die Frequenzen von CD3'CD56"
NK Zellen jedoch unbeeintréchtigt. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Dugast et al., die
nach NTx von unveranderten peripheren NK-Zell Frequenzen berichteten (62). Nach LTx ist
lediglich eine signifikante Reduktion bestimmter NK Zell Populationen nach einer Woche gezeigt
(63), sodass aufgrund unserer Ergebnisse langfristig von einer Erholung der Populationszahlen

ausgegangen werden kann.
7.2 Chronische MAIT Zell Aktivierung und funktionelle Erschépfung

Der in dieser Arbeit beobachtete MAIT Zell Phanotyp kénnte ebenfalls durch eine LTx-assoziierte
Dysbiose erklart werden. MAIT Zellen exprimierten einen aktivierten, funktionell erschopften
Phénotyp, wobei GrB, CD69, HLA-DR, CD38 und PD1 signifikant erhdht waren. Nach Weaning
und in tol Patientinnen zeigten die oben genannten Werte, abgesehen von PD1,
Normalisierungstendenzen (siehe Abbildungen 6 und 9). Einen vergleichbaren Phanotyp
peripherer MAIT Zell beschreiben Li et al. bei Patientinnen mit alkoholischer Hepatitis. Auch hier
waren CD69, CD38, HLA-DR, GrB und PD1 signifikant erhoht. In follow-up Untersuchungen
nach 6 und 12 Monaten zeigte sich ein normalisierter Phanotyp bei abstinenten Patientinnen,
wobei initial beobachtete erniedrigte MAIT Zell Frequenzen nicht vollstdndig normalisiert waren
(64). Ein aktivierter, funktionell erschopfter Phanotyp peripherer MAIT Zellen wurde ebenfalls
bei chronischer Hepatitis B Infektion detektiert (65). Nach Untersuchungen peripherer MAIT
Zellen von Patientinnen mit alkoholischer Hepatitis sowie &thyltoxischer Leberzirrhose
postulierten Riva et al., dass die oben beschriebenen Verénderungen bezliglich der chronischen
MAIT Zell Aktivierung durch Translokation von Darmbakterien ins Blut aufgrund einer bei
Lebererkrankungen gestorten Barrierefunktion des Darms entstiinden. Dies fihre initial zu
Hyperaktivierung und reaktiver Anergie von MAIT Zellen sowie final zu einer Depletion dieser.
In ihrer Studie zeigten die Autoren, dass bei lebererkrankten Patientinnen im Blut erhdhte Werte
eines Surrogatmarkers fir die Translokation von Darmbakterien ins Blut (D-Laktat) messbar
waren. Periphere MAIT Zellen waren ebenfalls depletiert, aktiviert und anerg. Eine in vitro

Exposition von PBMCs mit Antigen-Extrakten von Stuhlproben erkrankter Patientlnnen, nicht
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jedoch von Stuhlproben-Extrakten gesunder Patientinnen, induzierte MAIT-Zell spezifisch
vergleichbare phénotypische Verénderungen (66). Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit darauf hin, dass sich MAIT Zellen lebertransplantierter Patientinnen
phéanotypisch erst nach Weaning der IS gesunden Individuen angleichen. Eine Dysbiose und
gestorte Darmbarrierefunktion kdnnten den Phanotyp ebenfalls beeinflussen und mitursachlich fir
die auch nach Weaning erhohte PD1 Expression sein.

7.3 Unterschiedliche Beeintrachtigung von MAIT Zell Funktionen

In dieser Arbeit konnten die Ergebnisse von Fergusson et al., wonach MAIT Zellen trotz hoher
MDR1 Expression nicht resistent gegenuber IS sind (13), bestatigt und erweitert werden. In vitro
zeigte sich nach Zytokinstimulation lediglich unter Vorinkubation mit Pred eine signifikante
Funktionseinschrankung von MAIT Zellen, wahrend diese nach antigenspezifischer Stimulation
auch bei Inkubation mit Calcineurininhibitoren bestand. Dieser Unterschied kann durch die
verschiedenen pharmakologischen Wirkmechanismen der jeweiligen IS erklart werden.
Antigenspezifische Stimulation von MAIT Zellen erfolgt hauptsachlich TCR-abhé&ngig, wobei
Calcineurin wesentlicher Bestandteil der Aktivierungskaskade ist und diese entsprechend von
Calcineurininhibitoren unterbunden wird (67). Auch Glucocorticoide hemmen TCR-abhangige
Signalwege in T-Zellen, beispielsweise Uber Inhibition des Aktivator Protein 1 (zusammengefasst
in (68)). Eine teilweise erhaltene Zytokinproduktion von MAIT Zellen unter IS kdnnte damit
erklart werden, dass MAIT Zellen nach E. coli Stimulation auch MR1-unabhéngig aktiviert
werden kénnen, wie in MR1-Blockade Experimenten gezeigt wurde (vergleiche Sattler, Thiel et
al. (50)). Diese TCR-unabhangige Aktivierung erfolgt durch Koexpression anderer Zytokine,
beispielsweise von I1L12 und IL18 (69). Die unter anderem NF«B-vermittelte Zytokinexpression
nach Zytokinstimulation konnte in vitro nur durch Pred gehemmt werden, welches die
Translokation jenes Transkriptionsfaktors in den Zellkern hemmt (zusammengefasst in (34)). Ex
vivo waren sowohl Zytokinproduktion als auch Polyfunktionalitdt unabhé&ngig von der jeweiligen
IS reduziert (Verweis auf Abb.). Neben der direkten Wirkung der IS kdnnte hier der oben
beschriebene anerge Phanotyp ursachlich sein. Dafir spricht, dass auch in tol Patientinnen die
Zytokinproduktion supprimiert und der Erschopfungsmarker PD1 weiterhin erhéht waren. In
longitudinaler  Betrachtung  konnte nach  Absetzen der IS eine  verbesserte
Effektormolekilproduktion beobachtet werden, welche mit abnehmenden Frequenzen von
aktivierten HLA-DR/CD38" MAIT Zellen, aber weiterhin erhéhten Anteilen PD1" Zellen
koinzidierte. Deshalb ist zusatzlich von einem direkten Einfluss der IS auf die MAIT Zell
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Zytokinproduktion auszugehen. AuBerdem konnte der weiterhin bestehende funktionell
erschopfte Phénotyp erklaren, warum die Zytokinproduktion von MAIT Zellen in tol Patientinnen
nicht das Niveau von MAIT Zellen gesunder Spenderlnnen erreichte. Interessanterweise blieb das
zytotoxische Potential von MAIT Zellen, welches Uber die Messung von GrB nach Stimulation
erfasst wurde, von der IS weitestgehend unbeeintrachtigt. Lediglich in vitro nach E. coli
Stimulation zeigte sich eine signifikante Suppression nach VVorinkubation mit Pred, welche ex vivo
nicht beobachtbar war (vergleiche Sattler, Thiel et al. (50)). Im Gegensatz dazu zeigte sich die
Degranulation von MAIT Zellen, hier untersucht Giber den Degranulationsmarker CD107a, ex vivo
unabhangig von der jeweiligen IS beeintréchtigt und erholte sich leicht nach Absetzen der IS.
Somit konnte erstmals eine Beeintrachtigung der zytotoxischen Aktivitdt von MAIT Zellen durch
IS gezeigt werden, welche bereits bei CD8" T-Zellen nach in vitro Vorinkubation mit Pred oder
Tac bekannt ist (70). Insgesamt konnte somit eine reduzierte MAIT Zell Funktion, sowohl nach
TCR-abhangiger als auch TCR-unabhangiger Stimulation, nach Lebertransplantation demonstriert

werden.
7.4 Klinische Implikationen beeintrachtigter MAIT Zell Biologie

Die Folgen einer gestdrten MAIT Zell Biologie fur den menschlichen Organismus sind noch wenig
untersucht und Gegenstand aktueller Forschung. Angesichts der Interaktion von MAIT Zellen mit
multiplen, im Kontext einer LTx relevanten, Erregern ist es wahrscheinlich, dass eine Depletion
dieser Population zur erhohten Infektanfalligkeit lebertransplantierter Patientinnen beitragt. Dafiir
spricht, dass in nierentransplantierten Patientinnen mit chronischen Harnwegsinfektionen
funktionell beeintrachtigte MAIT Zellen nachweisbar waren (71). AulRerdem wurde eine erhohte
Anfalligkeit fur pulmonale Tuberkuloseinfektionen im Kontext einer Immunkompromittierung
durch das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) (72) sowie schwerere Krankheitsverlaufe von
Pseudomonas aeruginosa Infektionen bei Mukoviszidose Patientlnnen (73) mit einem Mangel an
MAIT Zellen assoziiert. Eine Hauptursache des eingeschrankten Langzeitliberlebens
lebertransplantierter ~ Patientinnen  sind die  chronische  AbstoBungsreaktion  sowie
inflammatorische Prozesse in der Leber, welche im Verlauf auftreten kénnen (zusammengefasst
in (74)). Insofern konnten eine Reduktion und Funktionseinschrankung von MAIT Zellen auch
positive Effekte haben, da diese bei chronischem Leberschaden proinflammatorische und
profibrotische Eigenschaften aufweisen (27) und somit den Funktionsverlust eines Transplantats
beschleunigen konnten. Zur Beantwortung der Frage, inwieweit sich eine MAIT Zell

Beeintrachtigung effektiv auf Infektanféalligkeit und Transplantatiiberleben nach LTx auswirkt,
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sind perspektivisch weitere Studien vonnoéten. Ein weiterer Ansatzpunkt fur zukinftige Forschung
waren prospektive Untersuchungen zu Auswirkungen einer Dysbiose Therapie auf MAIT Zellen

und Infektanfalligkeit lebertransplantierter Spenderinnen.
7.5 Potential von MAIT Zellen als Biomarker flr Toleranz

In der vorliegenden Arbeit waren MAIT Zellen lebertransplantierter Patientinnen depletiert und
funktionell beeintrachtigt. Dabei zeigten sich &hnliche Expressionsmuster in immunsupprimierten
und tol Patientlnnen, wobei nach Weaning ein weiterer Anstieg von PD1 sowie eine
Normalisierungstendenz verschiedener Aktivierungsmarker auffallig waren. Insgesamt ergeben
sich aus diesen Beobachtungen lediglich Anhaltspunkte hinsichtlich fir eine Toleranzentwicklung
pradiktive MAIT Zell Attribute, welche in weiteren Studien untersucht werden sollten. Es konnte
jedoch an anderer Stelle gezeigt werden, dass eine starke MAIT Zell Depletion bei Patientinnen
mit HepB-assoziiertem Leberversagen Préadiktor fir ein schlechteres Gesamtiiberleben war (53).
Im Kontext einer autologer Stammzelltransplantation wurde aulerdem festgestellt, dass hohe
MAIT Zell Frequenzen vor Therapiebeginn mit signifikant niedrigeren CRP Werten, kirzer
andauernden Fiebersymptomen sowie verkirzter antibiotischer Therapie nach Transplantation
assoziiert waren (75). Longitudinale Analysen von MAIT Zell Frequenzen vor und nach LTx
sowie im weiteren Verlauf kdnnten zeigen, inwieweit diese Erkenntnisse auf das hier untersuchte

Setting Ubertragbar sind.
7.6 Limitationen der Studie

Bezliglich der Aussagekraft dieser Arbeit ergeben sich verschiedene Limitationen. Zunachst
erfolgten keine Stimulationen isolierter MAIT Zellen, sondern von kompletten PBMCs, sodass
eine indirekte Beeinflussung der MAIT Zell Aktivierung durch Auswirkungen der IS auf andere
Zellen nicht auszuschlieRen ist. Weiterhin erfolgte die Klassifikation von Patientinnen als tolerant
auf Basis der Kriterien operationaler Toleranz, welche durch Klinik und laborchemische
Parameter festgelegt, aus medizinisch-ethischen Griinden jedoch nur teilweise bioptisch bestatigt
wurde. Angesichts geringer Sensitivitat und Spezifitat der durchgefiihrten laborchemischen und
klinischen Untersuchungen hinsichtlich der Detektion einer chronischen AbstoRBungsreaktion
(zusammengefasst in (37)) kann ein Vorliegen dieser nicht definitiv ausgeschlossen werden. Ein
weiterer Nachteil fehlender Leberbiopsien ist, dass ausschlieBlich MAIT Zellen im Blut analysiert
werden konnten. Daten von Huang et al. deuten jedoch daraufhin, dass Ergebnisse hinsichtlich der
hier durchgefiihrten quantitativen und qualitativen MAIT Zell Untersuchungen gréitenteils auf in

der Leber residente MAIT Zellen Ubertragen werden konnen (65). Ferner sollte bei der
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Interpretation der Daten berlicksichtigt werden, dass die hier gewéhlte Referenzpopulation
bezuglich des Alters, nicht jedoch hinsichtlich der Geschlechterverteilung mit den untersuchten
Patientengruppen Ubereinstimmen. Diese Diskrepanz kann jedoch teilweise vernachlassigt
werden, da das Geschlecht im Gegensatz zum Lebensalter keine Auswirkungen auf MAIT Zell
Frequenzen hat (76). Schliel3lich ist anzumerken, dass in dieser Arbeit durchgefihrte statistische
Analysen aufgrund der niedrigen Zahl untersuchter ProbandInnen eingeschrankt aussagekréftig
sind. Die abgebildeten Unterschiede zeigen zwar deutliche Trends, formal sollten diese jedoch in

Untersuchungen mit groReren Fallzahlen bestatigt werden.
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Mucosal associated invariant T (MAIT-} cells represent a semi-invariant T cell popula-
tion responsive to microbial vitamin B metabolite and innate cytokine stimulation,
executing border tissue protection and particularly contributing to human liver im-
munity. The impact of immunosuppressants on MAIT cell biology alone and in con-
text with solid organ transplantation has not been thoroughly examined. Here, we
demonstrate that in vitro cytokine activation of peripheral MAIT cells from healthy
individuals was impaired by glucocorticoids, whereas antigen-specific stimulation
was additionally sensitive to calcineurin inhibitors. In liver transplant (LTx) recipients,
significant depletion of peripheral MAIT cells was observed that was largely inde-
pendent of the type and dosage of immunosuppression, equally applied to tolerant
patients, and was reproducible in kidney transplant recipients. However, MAIT cells
from tolerant LTx patients exhibited a markedly diminished ex vivo activation signa-
ture, associated with individual regain of functional competence toward antigenic
and cytokine stimulation. Still, MAIT cells from tolerant and treated liver recipients
exhibited high levels of PD1, accompanied by functional impairment particularly to-
ward bacterial stimulation that also affected polyfunctionality. Our data suggest in-
terlinked effects of primary liver pathology and immunosuppressive treatment on
overall MAIT cell fitness after transplantation and propose their monitoring in con-
text with tolerance induction protocols.

KEYWORDS
basic (laboratory) research/science, flow cytometry, immunobiology, immunosuppressant,
immunosuppression/immune modulation, liver transplantation/hepatology, lymphocyte

biology: activation, T cell biology, tolerance, translational research/science

Abbreviations: CyA or C, cyclosporine A; GranB, granzyme B; HC, healthy control(s); IS, immunosuppression; 1SD, immunosuppressive drug; KTx, kidney transplant; LTx, liver transplant;
MAIT cell, mucosal associated invariant T cell; MPA or M, mycophenolic acid; Pred or P, prednisolone; Tac or T, tacrolimus.
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1 | INTRODUCTION

Mucosal-associated invariant T (MAIT) cells constitute an innate-like
T cell subset in mammals® that is gaining increasing attention be-
cause of its unconventional antigen specificity2 and an emerging role
in host protection® and tissue repair.* MAIT cells are uniquely iden-
tified hased on coexpression of a semi-invariant T cell receptor (TCR
V07.2-Ja33 in humans®) along with the C-type lectin CD161 or inter-
leukin 18 receptor alpha;® they are restricted by the HLA-Ib major
histocompatibility complex (MHC)-related protein | (MR1) present-
ing vitamin B metabolites preduced by a multitude of microbes and
fungi that employ the riboflavin synthesis pathway.” Accumulating
data, including our own,7'8 indicate that alternative activation modes
via inflammatory cytokines exist, positioning MAIT cells in between
innate and adaptive immunity. Apart from their abundance in periph-

eral blood® and at mucosal surfaces such as inthe intestine’ or lung,®

6,11,12 where

MAIT cells account for up to 45% of intrahepatic T cells'
they likely contribute to an intestine-downstream firewall protecting
bile ducts and sinusoids.'® Several studies have reported a disturbed
MAIT cell biclogy in liver diseases; as a common motif, MAIT cells
are significantly depleted from the periphery in auteimmune hep-
atitis, primary biliary cholangitis, alcoholic liver disease, or chronic
hepatitis C, a phenemencn being associated with changes in their
functional repertoire.!*% So far, it has not been addressed whether
MAIT cell homeostasis is restored in transplanted individuals and
how diverse immunosuppressive regimens affect its reconstitution.
Based on prominent expression of the multidrug resistance protein
1, MAIT cells are protected from xenotoxic stress, for example, in-
duced by common cytostatic therapy.® With respect to immunosup-
pressive agents, however, there is only limited information on how
these drugs affect MAIT cell effector functions in vitro and in vivo.
Given their emerging role in host protection, we studied peripheral
MAIT cell responses toward bacterial and innate cytokine stimuli in the
presence of common immunosuppressive medication in healthy individ-
uals in vitro. Furthermore, we comprehensively extended our analysis
to the examination of peripheral blood derived MAIT cell frequencies,
activation state, and effector functions in immunosuppressed and tol-
erant liver transplant recipients ex vivo. Although not exactly reflecting
intra-organ biology, our choice of peripheral MAIT cell analysis overcomes
experimental limitations imposed by bicpsy material, enables repeated
sampling, and allows direct comparison with the aforementioned studies
on liver diseases. Our data pave the way toward understanding how im-
muncsuppressive therapy and/or the postergan transplantation state per
se affects MAIT cell biology—with possible implications for immunologi-

cal competence of patients at risk of opportunistic infections.

2 | MATERIAL AND METHODS
2.1 | Study approval

The study protocol was approved by the ethics committee of the
Charité-Universititsmedizin Berlin (No. EA2/028/13, EA2/035/16 and

EA4/127/17) and carried out in compliance with its guidelines. All sub-
jects gave written informed consent in accordance with the Declaration

of Helsinki.

2.2 | Study participants

Details of individuals enrolled are summarized in Tables 1-3. Liver
transplant (LTx) recipients initially diagnosed with hepatitis C virus
(HCV) infection did not show viral reactivation at least within
3 years prior to the study. For seme analyses, LTx patients treated
with immunosuppression (IS) drugs were grouped according to drug
levels. Group 1 included patients with serum levels of tacrolimus
(Tac) < 3 ng/mL or cyclosporine A (CyA) < 50 ng/mL = up to 500 mg
mycophenolate mofetil (MMF) (1-0-1), Group 2 with Tac 3-5 ng/mL
or CyA 50-100 ng/mL = up to 500 mg MMF (1-0-1), Group 3 with
Tac > 5 ng/mL or CyA > 100 ng/mL = up to 500 mg MMF (1-0-1).

2.3 | Cellisolation

Peripheral blood was collected from liver and kidney transplanted
individuals and from healthy controls; peripheral blocod monenuclear
cells (PBMC) were isolated by Ficoll-Paque” density gradient cen-

trifugation and freshly analyzed.

2.4 | Stimulation conditions

PMBC were cultured in RPMI1640 media containing 0.3 mg/mL glu-
tamine, 100 U/mL penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin, and 10% human
AB serum (all Biochrom, Cambridge, UK). In all functional assays, cells
were stimulated for 22 hours at 37°C. For cytokine stimulation, a com-
bination of interleukin-12 (IL-12), IL-15 (5 ng/mL each, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany), IL-18 (5 ng/mL, R&D, Minneapolis, MN),
and TL1A (10 ng/mL, R&D) was used after determining optimal con-
centrations. Brefeldin A (BrefA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was
present for the last 4 hours. Bacterial stimulation was performed with
formalin-fixed E. coli (lab strain DH5c) at a pretitrated multiplicity of
infection of 30 in the presence of anti-CD28 (1 ug/mL, 28.2, Biolegend,
San Diego, CA) for costimulation. Specificity of bacterial stimulation
was controlled by adding anti-MR1 (10 pg/mL, 26.5, Biolegend) or
isotype control prior to bacterial stimulation. BrefA and Monensin
(Golgistopm, BD Biosciences, San Jose, CA) were added after 4 hours,
enabling optimal CD107a and cytckine staining. In some experiments,
PBMC were preincubated with immediate posttransplant consensus
concentrations (based on Refs. 18 and 19-21 and according to local
hospital guidelines) of tacrolimus (10 ng/mL, Astellas Pharma, Tokyo,
Japan, Prograf®), cyclosporin A {120 ng/mL, Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI), mycophenolic acid (2.7 pg/mL, Sigma-Aldrich), or predniso-
lone (Prednisolut®, 0.57 pg/mL, Mibe, Sandersdorf-Brehna, Germany)
for 2 hours and subsequently stimulated as described previously. Drug

concentrations were titrated as indicated.
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TABLE 1 Characteristics of LTx
patients and healthy donors

2.5 | Flow cytometric analysis

For surface stainings, antibodies against CD3 (SK7, Biolegend),
CD4 (SK3, Becton Dickinson), CD8 (SK1, Ebioscience, San Diego,
CA), CD8p (SIDIBBEE, eBioscience), CD25 (BC96, Biolegend),
CD27 (M-T271, Biolegend), CD38 (HIT2, BD), CD45RA (HI100,
Biolegend), CD56 (5.1H11, Biolegend), CD69 (FN50, Biolegend),

Variable
Age ly + SD)?
Gender {females)”

Time since transplantation
{y + SDY*

Tolerant group (IS-free)®

Tolerant group: mean 1S-free
time®

IS group 1By

IS group i

IS group 3bd

IS medication®

Tacrolimus + mycophenolate

mofetil
Tacrolimus
None
Mycophenolate mofetil

Cyclosporin

A + mycophenolate mofetil

Cyclosporin A

Primary disease®
Nutritive-toxic cirrhosis
Hepatitis C
Hepatocellular carcinoma
Hepatitis B
Primary biliary cholangitis
Cryptogenic cirrhosis

Alpha-1 antitrypsin
deficiency

Primary sclerosing
cholangitis

Budd-Chiari syndrome
Caroli syndrome

Chemotherapy-induced
cirrhosis

Secondary biliary cirrhosis

Wilson's disease

All patients
{n=58)

61.78 (11.75)
21/58 (36.2%)
12.59 (7.2)

20/58 (34.5%)
19/58 (32.8%)
11/58 (19%)

19/58 (32.8%)

16/58 (27.6%)
8/58 (13.8%)
6/58 (10.3%)
5/58 (8.6%)

4/58 (6.9%)

13/58 (22.4%)

11/58 (19%)
9/58 (15.5%)
9/58 (15.5%)
4/58 (6.9%)
3/58 (5.2%)
2/58 (3.4%)

2/58 (3.4%)

1/58 (1.7%)
1/58 (1.7%)
1/58 (1.7%)

1/58 (1.7%)
1758 (1.7%)

Tolerant patients
(n=8)
63.8(10.3)

1/8 (12.5%)
17.345.5)

8/58 (13.8%)
36.8(75.6)

51(62.5%)
1(12.5%)
1(12.5%)

1(12.5%)

Abbreviations: IS, immunosuppression; LT, liver transplant.
#Mean +SD.
PCount (%).
“Months + SD.
dFor characterization of IS groups, see materials and methods section.

Healthy
donors (n =19}

61.26 (6.51)
10/19 (52.6%)

CD103 (Ber-ACT8, Biolegend), CD161 (HP-3G10, Biolegend),
TCRVa7.2 (3C10, Biolegend), IL-18Rx (H44, Biolegend), CCR7

(3D12, BD),

KLRG1 (SA231A2, Biolegend),
Biolegend), HLA-DR (L243, Biolegend), and PD1 (EH12.1, BD)
were used. Unwanted cells were excluded via a “dump channel”
containing CD14* (M5E2, Biolegend), CD19* (HIB19, Biclegend)
and dead cells (fixable live/dead, Biolegend). The hasic gating

NKG2D (1D11,
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TABLE 2 Characteristics of 1S-free LTx patients
Patient number 01 02° 03? 04 05 06 07 08?
Age (v) 53 61 75 46 74 64 72 65
Gender {(m/f) m m m f m m m m
Time since Tx {y) 19 9 14 26 12 22 22 14
1S-free time {mo) 19 6 9 223 9 21 3 4
Primary disease HCV Crypt. HCV HBV HCV HCV HCC HCV
Biopsy Yes Yes Yes Yes No Yes No No
Rejection No No No No n.a. No n.a. n.a.
Liver function®
gGT (U/L) 21 300 52 27 20 17 14 28
AP (U/L) 158 135 56 86 75 62 48 73
Total bilirubin {(mg/ 0.7 0.8 ikl akilal 0.63 0.6 1.61 0.15
dL)
ALT/AST (U/L) 36/43 38/48 30/31 23/31 18/28 13/21 34/33 23/20
INR 1.03 0.92 1.14 1:35 0.92 123 1:42 n.d.

Abbreviations: ALT/AST, aspartate transaminase/alanine transaminase; AP, alkaline phosphatase; gGT, Gamma-glutamyltransferase; HBV, hepatitis
B virus; HCV, hepatitis C virus; INR, international normalized ratio; IS, immunosuppression; LTx, liver transplant; n.a., not applicable; n.d. not

determined.
*Weaned during the study.
PAt time of cellular analysis.

strategy to identify MAIT cells and other subsets within PBMC
is shown in Figure S1A.

After stimulation, cells were fixed in FACS™ Lysing Solution (BD),
permeabilized with FACS™ Perm Il Solution (BD), and intracellularly
stained with anti-tumor necrosis factor alpha (anti-TNFa) (MAb11,
Biclegend), anti-interferon gamma (anti-IFNy) (4SB3, Ebioscience),
anti-granzymeB (GB11, BD), and anti-IL-17 (BL168, Biolegend).
Where indicated, granzymeB or activated Caspase 3 (C92-605,
BD) were intracellularly assessed ex vivo. For assessing expression
of FoxP3 (150D, Biolegend), CTLA-4 (BNI3, Biolegend), and/or
Ki67 (B56, BD), cells were fixed and permeabilized using the Foxp3
staining buffer set (Ebioscience). Cells were analyzed on a FACS™
Fortessa X20 (BD).

2.6 | Dataanalysis

FACS data were analyzed with FlowJo 10 (BD); polyfunction-
ality was assessed via Boolean gating. Statistical analysis and
graph creation were conducted using GraphPad Prism 7.0
(GraphPad, La Jolla, CA). The Kolmogorov-Smirnov test was
used to evaluate the distribution of each parameter. Depending
on Gaussian distribution, analysis of variance (ANOVA) or
Kruskal-Wallis test (with Dunn post hoc) was chosen for multi-
ple comparisons; for 2-group comparisons with unpaired sam-
ples, t test with Welch's coerrection or Mann-Whitney test was
used. For analysis of paired data (eg, titrations), paired t test
or Wilcoxon matched-pairs signed rank test was performed de-

pending on data distribution. In all tests, a value of P < .05 was

considered significant with *P < .05, **P < .01, ***P £ .001, and
*H*Ep < .0001.

3 | RESULTS

3.1 | Impairment of cytokine-induced MAIT cell
functions by immunosuppressive drugs in vitro

To address the functional impact of immunosuppressive agents
used in clinical routine after sclid organ transplantation on
human MAIT cells, PBMC from healthy donors were preincu-
bated with tacrolimus, cyclosporine A, mycophenolic acid, or
prednisclone. Thereafter, cells were stimulated with preti-
trated (data not shown) concentrations of IL-12, IL-15, IL-18, and
TL1A, a cytckine combinatien robustly inducing the effecter
molecules TNFg, IFNy, and granzymeB in MAIT cellsina T cell
receptor independent fashion.”® Whereas prednisolone signifi-
cantly inhibited TNFx and IFNy secretion but did not reduce
frequencies of MAIT cells producing the cytotoxic mediator
granzymeB, none of the other drugs affected MAIT cell func-
tionality (Figure 1A-D). Titration of immunosuppressive agents
revealed that increasing concentrations by 10-fold further di-
minished TNFa* MAIT cell frequencies significantly only in the
presence of prednisolone (Figure S1B); higher concentrations
of immunosuppressants did not show additional effects on fre-
quencies of IFNy* or granzymeB” cells (data not shown). Only
prednisclone significantly affected multipotency of MAIT cells

as mirrored by diminished portions of cells coexpressing all 3
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TABLE 3 Characteristics of KTx patients

Patients
Variable (n=23)
Age (y + SDY* 58.57 (11.7}
Gender (females)” 8/23(34.8%)
Time since transplantation (y + SD)* 9.3(5.0)
IS medication”
Tacrolimus + mycophenolate 11/23 (47.8%)
mofetil + prednisolone
Cyclosporin A + mycophenolate 8/23 (34.8%)
mofetil + prednisolone
Tacrolimus + mycophenolate mofetil 2/23(8.7%)

Tacrolimus + prednisolone 2/23(8.7%)

Primary disease”

Hypertensive nephropathy 5/23(21.7%)
IgA nephropathy 3/23(13%)
Glomerulonephritis 3/23 (13%)
Pyelonephritis 2/231(8.7%)
Polycystic kidney disease 2/23(8.7%)
Unknown 2/23(8.7%)
Cystinosis 1/23{4.3%)
Diabetic nephropathy 1/23 (4.3%)
Diabetic + hypertensive nephropathy 1/23 (4.3%)
Focal segmental glomerulosclerosis 1/23(4.3%)
Obstructive nephropathy 1/23 (4.3%)
Systemic lupus erythematosus 1/23 (4.3%)

Abbreviations: IS, immunosuppression; KTx, kidney transplant.
#Mean +SD.
Count (%).

effector molecules (Figure 1E,F), accompanied by an increase
of cells expressing only one or no effector molecule (Figure 1F).
Unless otherwise stated, live CD3*TCRVe7.2°CD161* CD8* and
CD87CD4” “DN”" MAIT cells were identified within PBMC as de-
picted in the gating strategy in Figure S1A.

3.2 | Impairment of E. coli induced MAIT cell
functions by immunosuppressive drugs in vitro

To decipher whether immuncsuppressants influence MAIT cell func-
tions induced by antigenic triggering, PBMC of healthy individuals were
activated with formalin-fixed E. cofi. IL-17 and the degranulation marker
CD107awereincluded in the analysis being typically induced after TCR-
dependent MAIT cell activation. Under these conditions, Tac, CyA, and
prednisolone (Pred) significantly diminished frequencies of TNFa' and
IL-17" MAIT cells, whereas Tac and Pred also significantly reduced por-
tions of IFNy" cells; granzymeB expression was impaired only by Pred.
Interestingly, the capacity of MAIT cells to release cytotoxic granula,
being reflected by CD107a staining, was not affected by any of the
drugs applied (Figure 2A-F). A dose dependency of immunosuppressive

agents on frequencies of TNFa" MAIT cells was evident for hoth Tac,
CyA and Pred (Figure S1C). In context with bacterial stimulation, pol-
yfunctionality of MAIT cells was significantly diminished following
preincubation with Tac and CyA and moderately affected by Pred, as
mirrored by reduced frequencies of cells expressing 4 effector mol-
ecules at a time (TNFq, IFNy, granzymeB, and CD107a) (Figure 2G,H).
As frequencies of IL-17" MAIT cells were very low, they were excluded
from polyfunctional analyses. In line with earlier reports,?? bacterial ac-
tivation of MAIT cells proved to be largely, but not completely antigen-
specific as mirrored by substantial, but not full abrogation of effector
function upon MR1 blockade (Figure S1D).

3.3 | Depletion of peripheral MAIT cells
in immunosuppressed and tolerant liver
transplant recipients

To address how different immunosup pressive regimens affect MAIT cell
biclogy in vivo, their frequencies were determined in treated liver trans-
plant recipients in comparison to a group of tolerant patients as well as
to age-matched healthy controls (Tables 1 and 2). Overall, frequencies
of TCRVu7.2°CD161" MAIT cells within the CD3* T cell compartment
were significantly reduced in LTx patients as compared to healthy con-
trols (Figure 3B). This ohservation was largely independent of the type
of IS regimen (Figure 3A,C) or the dosage of medication (Figure 3D) and
equally accounted for tolerant patients (Figure 3A,C,D). These findings
could be reproduced when only MAIT cells within the CD8" and DN
compartment were quantified (Figure 3F-H). For a limited number of
LTx patients, we assessed MAIT cells during immunosuppressive ther-
apy and 4-9 months after cessation (Table 2). After successful weaning
from medication (as reflected by stable graft function), we did not note
consistent changes in MAIT cell frequencies both within the CD3" and
the CD8'/DN compartment (Figure 3E,l). Subset distribution analysis
highlighted a significant rise in CD4" MAIT cells (Figure 3J) in treated,
but not tolerant LTx patients at the expense of the CD8" population
(Figure 3K), whereas the DN subset remained unaffected (Figure 3L).
There was no significant correlation between MAIT cell frequencies and
time since transplantation in all LTx patients (data not shown).

Contrary to MAIT cell subset distribution (Figure 3J,K), we observed
aninverted ratio of conventional T cells with increased portions of CD8*
at the expense of the CD4" population in all LTx patients regardless of
being treated or not, as compared to healthy controls (Figure S2A,B).
Whereas frequencies of CD3°CD56" natural killer (NK) cells were
similar in all groups (Figure S2C), we detected a significant drop of
CD3*CD4"CD25*FoxP3" natural regulatory T cells in patients treated
with immunosuppressive drugs (ISDs) but not in tolerant patients, as
compared to healthy controls (Figure $2D). Natural regulatory T cells
(nTregs) of both patient groups were further characterized by signifi-
cantly reduced portions of CTLA4, higher proliferation as mirrored by
Kié7 expression, but no differences in frequencies of activated HLA-DR*
cells (Figure S2E-G). nTregs from all LTx patients showed a substantial
reduction of the naive CD45RA'CCR7" subset, counterbalanced by a
rise in CD45RA CCR7 effector/memory nTregs (Figure S2H,1).
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FIGURE 1 Impactof immunosuppressive drugs on cytokine-mediated MAIT cell activation in vitro. Peripheral blood mononuclear cells

of healthy donors were preincubated with immunosuppressive drugs as indicated, followed by stimulation with IL-12, IL-15, IL-18, and

TL1A. Frequencies of CD8" and CD8 CD4™ “DN” MAIT cells expressing TNFa« (A,B), IFNy (A,C), or granzymeB (D) were quantified by FACS.
Polyfunctionality was assessed by Boolean gating in MAIT cells that express 3 (E,F), 2, 1, or no functions {TNFa, IFNy, granzymeB) (F) at

a time. Results are based on 5 individual donors obtained in 3 independent experiments. For polyfunctionality analysis (F), the respective
means were used. In (B-D), values of stimulated cultures in the absence of ISDs were set to 100%, allowing normalization. All bar graphs
show means + SEM. In all statistical analyses with more than 2 groups, treatment groups were compared to the reference group (w/o

IS). CyA, cyclosporine A; FACS, fluorescence-activated cell sorting; IFNy, interferon gamma; IL, interleukin; IS, immunosuppression; ISD,
immunosuppressive drug; MAIT, mucosal associated invariant T, MPA, mycophenolic acid; Pred, prednisolone; Tac, tacrolimus; TNF«, tumor

necrosis factor alpha

3.4 | An ex vivo activation signature on MAIT
cells distinguishes tolerant LTx patients from those
receiving immunosuppressive therapy

To identify cellular signatures that are differentially regu-
lated on MAIT cells isolated from immunosuppressed or toler-
ant LTx patients, a set of activation and differentiation related
molecules was analyzed ex vivo by flow cytometry. First, fre-
quencies of cells expressing the activation markers CDé69
(Figure 4A), HLA-DR (Figure 4D), CD38 (Figure 4G), the induc-
ible inhibitor PD1 (Figure 4M), the cytotoxic mediator granzymeB
(Figure 4P), or coexpressing CD38 and HLA-DR (Figure 4J) were

significantly upregulated in patients as compared to healthy con-
trols. Stratification for treatment regimen, however, revealed that
tolerant patients showed no significant differences in frequencies
of CD69* (Figure 4B), HLA-DR* (Figure 4E), CD38" (Figure 4H), or
granzymeB” (Figure 4Q) MAIT cells in comparison to healthy indi-
viduals, whereas these markers were significantly upregulated in
most treated LTx recipients. Comparing this activation signature in
patients during treatment and after cessation of medication, we
noted a consistent reduction of MAIT cells being CD38" (Figure 41),
CD38*HLA-DR* (Figure 4L), and granzymeB"* (Figure 4R). Apart
from diminished frequencies of IL-18R* MAIT cells in both toler-
ant and treated patients (Figure S3A) that did now show a distinct
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FIGURE 2 Impact of immunosuppressive drugs on bacterial MAIT cell activation in vitro. Peripheral blood mononuclear cells of healthy
donors were preincubated with immunosuppressive drugs as indicated, followed by stimulation with fixed E. coli. Frequencies of MAIT cells
expressing TNFa (A,B), IFNy (A,C), granzymeB (D), CD107a (E), or IL-17 (F) were quantified by FACS. Polyfunctionality was assessed by
Boolean gating in MAIT cells that express 4 (G,H), 3, 2, 1, or no functions (TNFa, IFNy, granzymeB, CD107a) (H) at a time. Results are based
on 6 individual donors obtained in 3 independent experiments. For polyfunctionality analysis (H), the respective means were used. In (B-F),
values of stimulated cultures in the absence of ISDs were set to 100%, allowing normalization. All bar graphs show means + SEM. In all
statistical analyses with more than 2 groups, treatment groups were compared to the reference group (w/o IS). CyA, cyclosporine A; FACS,
fluorescence-activated cell sorting; IFNy, interferon gamma; IL, interleukin; IS, immunosuppression; ISD, immunosuppressive drug; MAIT,
mucosal associated invariant T; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; Pred, prednisolone; TNFa, tumor necrosis factor
alpha

expression in subgroups (data not shown), transplant recipients did related molecules CD56, CD27, or CD8p ex vivo; however, we
not exhibit quantitative differences in MAIT cells expressing the found the NK-associated activating receptor NKG2D to be slightly
pro-apoptotic marker activated caspase 3, or the differentiation upregulated in treated patients (Figure S3B-F).
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FIGURE 3 Quantitative impairment of MAIT cells in LTx patients. Frequencies of peripheral MAIT cells were determined in tolerant and
treated liver transplant recipients and age-matched healthy controls (HC) by FACS within the total CD3* (B-D) or combined CD8*/DN (A and
F-H) compartment. Patients were further stratified according to their type (C + G) or dosage of treatment, or the absence thereof (see Table
1 for details) (D,H). The above mentioned analyses were further conducted in 3 liver transplant recipients during ISD treatment and 4-9 mo
after complete drug weaning (E,|). CD4*, CD8", and DN MAIT cell subsets were individually quantified in tolerant and treated patients and
compared to healthy donors (J-L). All bar graphs show means + SEM. In all statistical analyses with more than 2 groups, treatment groups
were compared to the reference group (HC). C or CyA, cyclosporine A; FACS, fluorescence-activated cell sorting; HC, healthy controls; ISD,
immunosuppressive drug; MAIT, mucosal associated invariant T; M or MPA, mycophenolic acid; Pred, prednisolone; T or Tac, tacrolimus

FIGURE 4 Tolerant and treated LTx patients are characterized by different activation patterns ex vivo. Frequencies of CD8*/DN
peripheral MAIT cells expressing CD69 (A,B), HLA-DR (D,E), CD38 (G,H), HLA-DR'CD38 (J,K), PD1 (M,N), or granzymeB (P,Q) were
quantified ex vivo by FACS in tolerant and treated liver transplant recipients in comparison with age-matched healthy controls. The marker
set was further monitored in 3 liver transplant recipients during and after cessation of ISD treatment (C, F, |, L, O, and R). All bar graphs
show means + SEM. In all statistical analyses with more than 2 groups, treatment groups were compared to the reference group (HC). C,
cyclosporine A; FACS, fluorescence-activated cell sorting; HC, healthy controls; IS, immunosuppression; ISD, immunosuppressive drug; LTx,
liver transplant; M, mycophenolic acid; MAIT, mucosal associated invariant T; T, tacrolimus
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FIGURE 5 Differential impairment of MAIT cells from LTx patients in response to cytokine stimulation. Peripheral blood mononuclear
cells from differently treated or tolerant LTx patients and healthy controls were stimulated with IL-12, IL-15, IL-18, and TL1A. Frequencies
of MAIT cells expressing TNFa (A,B), IFNy (D,E), or granzymeB (G,H) were quantified by FACS. MAIT cells from patients before and after
ISD weaning were analyzed in an identical fashion (C, F, and I). Polyfunctionality was assessed by Boolean gating in MAIT cells that express
3 (J,K), 2, 1 or no functions (TNFa, IFNy, granzymeB) (K) at a time. For polyfunctional analysis in (K), the respective means were used.

All bar graphs show means + SEM. In all statistical analyses with more than 2 groups, treatment groups were compared to the reference
group (HC). C, cyclosporine A; FACS, fluorescence-activated cell sorting; HC, healthy controls; IFNy, interferon gamma; IL, interleukin; IS,
immunosuppression; LTx, liver transplant; M, mycophenolic acid; MAIT, mucosal associated invariant T; T, tacrolimus; TNFe«, tumor necrosis
factor alpha
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3.5 | Impairment of cytokine-induced MAIT cell
functions in LTx patients

To address whether MAIT cells isolated frem LTx patients are func-
tionally altered in response to inflammatory cytokines, cells were
stimulated directly ex vivo with [L-12, IL-15, IL-18, and TL1A and ana-
lyzed for cytokine and cytotoxic molecule production. Collectively,
transplanted individuals showed a significant impairment of TNFx
and IFNy production, whereas frequencies of cytokine-induced
granzymeB expressing cells were not affected (Figure 5A,D,G). With
respect te different treatment regimens, individuals receiving CyA+
MPA or Tac (xMPA with respect to TNFa production) exhibited sig-
nificantly reduced frequencies of TNFe* and IFNy* cells (Figure 5B,E),
accompanied by a drop in multipotency (Figure 5J,K). Importantly,
whereas MAIT cells of patients weaned from immunosuppression
regained their capacity to secrete higher levels of TNFx and IFNy,
they were characterized by a consistent drop in granzymeB* cells

after cessation of medication (Figure 5C,F,I).

3.6 | Impairment of E. coli induced MAIT cell
functions in LTx patients

Inanalogy to previous in vitro experiments (Figure 2), we compared the
functional capacity of MAIT cells toward bacterial stimulation between
LTx patients and healthy controls ex vivo. Overall, frequencies of E. coli
reactive MAIT cells expressing TNFa (Figure 6A), IFNy (Figure 6D),
and CD107a (Figure 6J) were significantly reduced in patients as com-
pared to controls, whereas those producing granzymeB showed a pro-
nounced increase (Figure 6G). We observed a trend toward reduced
frequencies of TNFa®, IFNy", and CD107a* MAIT cells in patients re-
gardless of the type of medication (Figure 6B,E,K) that reached signifi-
cance for IFNy not only in individuals treated with mycophenolic acid
(MPA), Tac-, or Tac+ MPA bhut also in tolerant LTx patients (Figure 6E),
whereas adrop in CD107a* cells was confined to the 3 aforementioned
treatment groups only (Figure 6K). Assessment of polyfunctionality of
bacteria-triggered MAIT cells revealed a significant reduction in cells
coexpressing all 4 molecules in patients treated with Tac = MPA as well
as in tolerant patients (Figure 6M,N). Withdrawal from immunosup-
pression led to increased portiens of cytokine and CD107a positive
cells in all 3 individuals monitored (Figure 6C,F,L) but showed no con-
sistency with respect to granzymeB expression (Figure 6l). Bacterial
induction of IL-17 was neither significantly diminished in treated nor
in tolerant LTx patients and not included into polyfunctional analyses

because of low event counts (data not shown).

3.7 | Kidney transplanted individuals share
quantitative and qualitative features of MAIT cells
with patients after liver transplantation

To investigate whether prominent features of MAIT cells identified

in LTx patients are shared with immunosuppressed individuals after

kidney transplantation (KTx, Table 3), cells from a cohort with 23
patients were analyzed ex vivo by flow cytometry. Interestingly, KTx
patients exhibited equally diminished frequencies of MAIT cells both
within the CD83" (Figure 7A) and the CD8*/DN (Figure 7B) subsets
and we also noted a significant reduction of CD8" MAIT cells that
was counterbalanced by a rise of the CD4" and DN subsets, although
not reaching significance (Figure 7C-E). Whereas portions of CD69"
and CD38" MAIT cells were similarly increased as observed for LTx
recipients in comparison to healthy controls (Figure 7F,G), we could
not detect significant changes in frequencies of HLA-DR- or PD1 ex-
pressing MAIT cells ex vivo (Figure 7H,1). Also in agreement with our
data from liver transplant recipients, we obhserved an inverted CD4
to CD8 ratio in KTx patients (Figure 7J,K).

4 | DISCUSSION

In this report, we comprehensively examined how peripheral MAIT
cell biology is affected by immunosuppressive medication in vitro
and in individuals after liver and kidney transplantation ex vivo.
Based on a comparison between tolerant or recently weaned LTx
patients and treated individuals, we were able to attribute abnor-
malities in activation state, phenotype, and effector functions par-
tially to the ISD treatment, whereas quantitative impairment is most
likely related to the overall post liver transplantation state, because
MAIT cell frequencies do not significantly recover after cessation of
treatment.

Owing to their innate receptor repertoire, MAIT cells are not
solely dependent on TCR mediated activation by bacterial ligands
but also respend to cytokines, for example, released in the course
of bacterial®® and viral infections.® As recently published by us and
others,®?*the TL1A containing cytokine combination applied herein
robustly and predominantly induces production of the key antimi-
crobial mediators TNFe, IFNy, and granzymeB in human MAIT cells.
Under these conditions, only prednisclone significantly inhibited
cytokine production and polyfunctionality in vitro, whereas cyto-
toxicity, based on granzyme expression, remained unaffected. In
contrast, E. coli induced cytokine producticn and polyfunctionality
were diminished both in the presence of calcineurin inhibitors and
prednisclone, whereas only the latter significantly reduced frequen-
cies of granzymeB" MAIT cells. Our data substantially extend the
earlier finding that high expression of the multidrug resistance pro-
tein 1 does not rescue MAIT cell proliferation from inhibition by IS
drugs,25 because we now provide evidence for both impaired TCR-
dependent and -independent effector functions. At the same time,
our results mirror the respective signaling pathways required for
effector molecule synthesis: whereas cytokine-mediated TNFo and

IFNy production involves phosphorylation of NFxB,%2

acomponent
classically targeted by glucocorticoids,27 E. coli induced activation
involves TCR downstream calcineurin that is blocked by tacrolimus
and cyclosporin A (reviewed in Ref. 28), as well as glucocorticoid tar-
gets such as AP-1 (reviewed in Ref. 29). The observation that individ-

ual MAIT cell effector functions are differentially regulated by ISD
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FIGURE 6 Differential functional responses of MAIT cells from LTx patients toward bacterial stimulation. Peripheral blood mononuclear
cells from differently treated or tolerant LTx patients and healthy controls were stimulated with formalin-fixed E. coli. Frequencies of MAIT
cells expressing TNFa (A,B), IFNy (D,E), granzymeB (G,H), or CD107a (J,K) were quantified by FACS. MAIT cells from patients before and
after ISD treatment cessation were analyzed in an identical fashion (C, F, I, and L). Polyfunctionality was assessed by Boolean gating in MAIT
cells that express 4 (M,N), 3, 2, 1, or no functions (TNFa, IFNy, granzymeB, CD107a) (N) at a time. For the latter analysis, the respective
means were used. All bar graphs show means + SEM. In all statistical analyses with more than 2 groups, treatment groups were compared

to the reference group (HC). C, cyclosporine A; FACS, fluorescence-activated cell sorting; HC, healthy controls; IFNy, interferon gamma; IS,
immunosuppression; LTx, liver transplant; M, mycophenolic acid; MAIT, mucosal associated invariant T; T, tacrolimus; TNFa, tumor necrosis

factor alpha

treatment is supported by data focusing on conventional T cells: sim-
ilarly to MAIT cells, TNFa production by virus-specific T cells showed
a higher sensitivity toward inhibition by immunosuppressants than
IFNy secretion. Furthermore, the cytotoxic potential was only mildly
affected by calcineurin inhibitors or prednisolone.18 At least with
respect to IFNy and granzymeB production, our findings are mech-
anistically comprehensible as E. coli induced effector molecule syn-
thesis in MAIT cells is not solely TCR-dependent, which we confirm
in MR1 blocking experiments but could be augmented by cytokines
like 1L-12 being coreleased in context with bacterial triggering.?2°
By this means, calcineurin-mediated activation (and thereby conse-
quences of its inhibition by ISD) could be partially bypassed. To allow
for translation, drug concentrations in our in vitro assays matched
default initial plasma levels recommended for transplant recipients;
in addition, titration experiments corroborated effects on MAIT cell
functions only for those drugs that already showed potency at ther-
apeutic levels.

As a hallmark, we demonstrate that LTx patients are character-
ized by a pronounced reduction of peripheral MAIT cells as com-
pared to age-matched healthy controls. This feature comprised all
organ recipients regardless of treatment regimen or dosage; surpris-
ingly, it equally accounted for tolerant patients and was reproduc-
ible in KTx patients receiving standard IS medication. We cannot not
fully exclude that transplantation itself modifies MAIT cell biology,
which could, for example, be addressed in an autotransplant setting
with nonhuman primates harboring similar MAIT cell frequencies as
humans.®! However, since depletion of MAIT cells is characteristic of

1417 and kidney damage,*? our observation supports the

severe liver
hypothesis that the primary disease likely predetermines the post-
transplant MAIT cell pool and that its quantitative replenishment is
largely independent from immunosuppression. Peripheral loss of
MAIT cells is a common motif in liver diseases of autoimmune-,'*
infectious-*” and lifestyle-related origin.'® It further encompasses

several nonhepatic pathologies, with HIV being most extensively
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FIGURE 7 Quantitative and phenotypic alterations in MAIT- and conventional T cells from kidney transplanted patients. Frequencies

of peripheral MAIT cells were determined in ISD treated kidney transplant recipients (Table 3) in comparison to healthy individuals (HC) by
FACS within the total CD3* (A) or CD8"*/DN (B) compartment. Within total MAIT cells, portions of CD8, CD4*, and DN subsets were further
quantified (C-E). For determining the ex vivo activation and exhaustion state, expression of CD69 (F), CD38 (G), HLA-DR (H), and PD1 (l)

was analyzed. Frequencies of conventional CD4* and CD8" T cells within the CD3 compartment are depicted in (J) and (K), respectively.

All bar graphs show means + SEM. FACS, fluorescence-activated cell sorting; HC, healthy controls; KTx, kidney transplant; MAIT, mucosal

associated invariant T
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studied.>® The aforementioned conditions are also interlinked by
the general inability to restore MAIT cell homeostasis despite suc-
cessful treatment, a phenomenon possibly related to their compar-
atively poor proliferative potential, as reflected, for example, by low
portions of peripheral Kié7* MAIT cells® and a high pro-apoptotic
propensity.®” At least with respect to the latter, however, we did not
detect elevated frequencies of activated caspase 3 positive MAIT
cells, thus questioning the relevance of this mechanism at least
within the time frame (on average >10 years since transplantation)
of our analyses.

Overall, it still remains obscure what factors promote self-re-
newal of this unconventional T cell population once thymic out-
put declines and what niches are critical for their survival. Within
the transplantation field, the only comprehensive data sets avail-
able derive from stem cell transplantation trials. Whereas in an
autologous context, MAIT cells recover early,* their frequencies
do not significantly increase within 2 years after allogeneic stem
cell transplantation,®” suggesting an impact of the inflammatory
milieu on their reconstitution. As extra-thymic MAIT cell expan-
sion is possibly depending on interactions with commensals,®® it
is tempting to speculate that in concert with (subclinical) alloin-
flammation, dysbiosis, established not only during early liver pa-

3940 contributes to

thology, but also partially maintained after LTx,
curtailment of MAIT cell regeneration. Based on data from alco-
helic hepatitis, it has already been hypothesized that gut dysbiosis
might initially lead to chronic MAIT cell hyperactivation, followed
by functional exhaustion, finally promoting their depletion.1®#!
MAIT cells traversing such developmental path are character-
ized by high expression of CDé69, HLA-DR, CD38, PD1, and gran-
zymeB, a signature we ohserve ex vive in the majerity of treated
LTx patients and partially in kidney graft recipients. Interestingly,
we demonstrate that this activation pattern is largely downreg-
ulated in tolerant individuals, with the exception of PD1, sug-
gesting the possibility of partial normalization of allo- and/or
dysbhiosis-related triggers. These changes also include the gen-
eral composition of the MAIT cell pool as the CD4* subset, being
quantitatively expanded in treated patients at the expense of the
CD8" population, was not significantly different from normal do-
nors in treatment-free individuals. For a selected set of markers
(CD38, CD38+HLA-DR, granzymeB), examined in patients before
and after weaning from IS drugs, attenuation of activation, but not
quantitative recovery, was achieved within months, accompanied
by a consistent regain of effector cytokine production and cyto-
toxic capacity. In consequence, our data, together with studies on
MAIT cells in severe liver diseases, indicate that transplantation
does not entail an environment fostering quantitative regenera-
tion of the MAIT cell pool. Clearly, future studies are needed in
orderto address whether our findings are restricted to the periph-
ery or mirror local MAIT cell impairment within the liver. Among
the few data sets available, a recent report with HCV-infected in-
dividuals demonstrated that peripheral MAIT cells might serve as
surrogates reflecting the intraorgan situation: patients were char-

acterized by both peripheral and intrahepatic depletion of MAIT

cells that equally showed signs of ex vivo hyperactivation,!” as we
also report here.

With respect to patients successfully weaned from medica-
tion, it largely remains unclear what predisposes an organ recip-
ient to develop tolerance against the graft, and it is still obscure
what characterizes a tolerant immune system. In agreement with
the few systematic reports on cellular immunity in operationally
tolerant liver recipients,*? we found normal frequencies of nTregs
in tolerant, but not in ISD-treated patients. However, these differ-
ences did not extend to ex vivo proliferation, CTLA-4 expression,
or differentiation state, thereby not allowing further speculation
on their active involvement in the regulation of alloimmunity.
Still, despite fingerprints of telerance within the MAIT- and nTreg
compartment, both treated and tolerant organ recipients share an
overall attenuated response toward ex vivo stimulation: although
not always reaching significance, both patient groups are particu-
larly characterized by impaired cytokine production and cytotoxic
capacity (as reflected by CD107a), but elevated portions of gran-
zymeB* cells after bacterial triggering in comparison to controls.
Because high PD-1 levels accompany this partially dysfunctional
state also in patients after drug weaning, it needs to be addressed
how and when functional exhaustion is imprinted and what conse-
quences arise. Based on experimental limitations in humans, and
given the complex individual contribution of allcimmunity, immu-
nosuppression, dyshiosis, and opportunistic infections in our pa-
tient cohort, experimental models are needed to decipherin depth
the impact of MAIT cells on overall health. However, livers of
BALB/c or C57BL/6 mice contain roughly 30-50 times less MAIT
cells than humans; furthermore, murine MAIT cells preferentially
secrete IL-17 rather than IFNy.*® The few experimental studies
available provide at least limited translational insights regarding
how MAIT cells might contribute to both protective immunity and
maintenance of eubiosis. With respect te the latter, MAIT cells are
instrumental for regulating gut microbiota in experimental stem
cell transplantation.** A similar link between quantitative MAIT
cell reconstitution and diversity of gut microbiota after allogeneic
stem cell transplantation was recently described for humans,* ar-
guing in faver of such correlation analyses also after LTx. Infection
models further indicated that MAIT cells contribute to decreased

bacterial burden in urinary tract infections*®

and mediate pre-
tection against mycosis,”’ suggesting a role in these frequent
opportunistic infections after kidney*® or liver®? transplantation,

respectively.
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Supplemental Figure 1 (A) Gating strategy. MAIT cells were detected by FACS according to co-expression
of TCRVa7.2 and CD161 after gating on live CD3* CD14-CD19 (“dump”-negative) CD8* and CD8CD4-
singlets within lymphocytes. CD8* non-MAIT (“CD8_,,,") and CD4* cells were identified by electronic gating
as depicted. Naturally occurring regulatory T-cells ("'nTregs”) were identified based on coexpression of CD25
and FoxP3. NK cells were identified within the dump-CD3- population based on CD56 expression.

(B) and (C) Titration of immunosuppressive drugs in vitro. PBMC of healthy donors were preincubated with
titrated concentrations of immunosuppressive drugs as indicated, followed by stimulation with cytokines (B)
or E.coli (C). Frequencies of CD8* and CD8CD4- “DN” MAIT cells expressing TNFa were quantified by
FACS. Values in the absence of ISD were set to 100 %. All bar graphs show means + SEM. In all statistical
analyses, treatment groups were compared to the reference group (w/o IS), n=5, respectively.

(D) Control of antigen-specific activation. Prior to bacterial stimulation, antigen-specific MAIT cell activation
was blocked by 30-minutes pre-treatment with anti-MR1, resulting in substantially reduced TNF o production
in comparison to an isotype control. Representative for two experiments with different donors.
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Supplemental Figure 2, Sattler, Thiel et al.
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Supplemental Figure 2 Lymphocyte subset analysis in LTx patients. Frequencies of CD4* (A) and CD8*
(B) T cells within CD3* as well as CD56" NK cells within CD3- cells (C) were quantified in tolerant and ISD
treated patients as compared to healthy donors by FACS. Frequencies of nTregs were detected within CD4
according to coexpression of CD25 and FoxP3 (D). Proliferation of nTregs was guantified according to Kig7
expression (E), activation by measuring CTLA4 (F) and HLA-DR (G). Frequencies of naive CD25*FoxP3*
nTregs were detected based on coexpression of CD45RA and CCR7 (H), whereas effector-memory-type
nTregs were quantified based on the absence of both markers (1). All bar graphs show means + SEM. In all

statistical analyses, treatment groups were compared to the reference group (HC).
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Supplemental Figure 3, Sattler, Thiel et al.
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Supplemental Figure 3 MAIT cell differentiation and apoptosis. Frequencies of CD8" and CD8CD4- “DN”
peripheral MAIT cells ex vivo expressing IL-18Ra (A), activated caspase 3 (B), CD56 (C), CD27 (D), CD8p
(E) or NKG2D (F) were quantified by FACS in tolerant and treated liver transplant recipients in comparison
to age-matched healthy individuals. All bar graphs show means + SEM. In all statistical analyses, treatment
groups were compared to the reference group (HC).
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13 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.
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