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2 Abstracts
2.1 Abstract (englisch)

Within the last 30 years, oryear survival of liver transplanted individuals dramatically improved
due to the intduction of novel immunosuppressive drugs. Nevertheless, long term survival
following liver transplantation (LTxhas notchangedappreciablyMucosal associated invariant

T (MAIT) cells particularly react to microbial vitamin B metabolites as well asftammatory
stimulation. They represent up to 50% of livecdlls thus suggesting an important role in liver
immunity. However, little is known about the impact of commonly usatsiunosuppressants (IS)
after LTx on MAIT cells.Here, effector moleculgroduction of MAIT cellswas significantly
impairedafter in vitro stimulation of healthy donederivedperipheral blood mononuclear cells
(PBMCs)when preincubated with prednisolone (Pre&htigenspecificin vitro stimulation of
MAIT cells with lysed Escheichia coli was additionally impaired after preincubation with
calcineurin inhibitorsEx vivoflow cytometric analys of peripheraMAIT cells in patients after

LTx showed significantly decreased MAIT cell frequencies indepehydehlS type and dosage.
Thesedid not recover after weaning of IS awere similarly decreased in operationally tolerant
(tol) and kidneytransplanted individualdMAIT cells of liver transplanted donoradditionally
showed an activated, PD positive phenotypd-urthermore, impairment of MAIT cell effector
functions and polyfunctionality in liver transplanted patients was independent of IS regimen and
dosage Nevertheless, normahtion tendencies of MAIT cell phenotype and functionality after
weaning and in t@rantpatientswereobservedin summary, thistudydemonstratea 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 losaIdt délls
probably caused by primary diseasenbefore LTx They alsgrovidefurtherexplanatios for
increasednfection frequencyunder IS after LTxMore studies will be needed tevaluate an
impaired MAIT cell recovery due to dysbiosis as welt@sonfirm the potential of MAIT cells

as potential indicators for development of operational tolerance.



2.2 Abstract (deutsch)

Das JahresUberleben von lebertransplantierten Patientinnen hat sich in den letzten 30 Jahren
aufgrund der Einfuhrung neuémmunsuppressivélS) deutlich verbesserkEs besteht jedoch
weiterhin eine gleichbleibend hohe Langzeitmortglitalvelche insbesadere durch
Nebenwirkungernder Immunsuppression bedingt. Mucosal associated invariant T (MAIT)
Zellen erkennemmikrobielle VitaminB-Metaboliteund reagieren auhflammatorische Stimuli

Ihr Anteil an intrahepatischen-Zellen betragt bis zu 50980das von einer wichtigen Rolie

der (Leber)lmmunitat ausgegangen wirtlber den Einflussiach Lebertransplantation (LTx)
verwendetelS auf MAIT Zellen istbisherwenig bekannt. In dieser Arbeikigte sichnachin

vitro Stimulationvon peripheral blood mnonuclear cellPBMCs) gesunder Spenderinnen durch
einen Zytokinstimulus eine signifikameduzierte Frequengffektormolekile produzierender
MAIT Zellen nach Vorinkubation mit Prednisolon (PreBi antigenspezifischer Stimulatiomt
lysierten Escherichia coliwar die MAIT ZelFAntwort nach Vorinkubation mit Pred sowie
Calcineurininhibitoren beeintrachtigh durchflusszytometrischeex vivoAnalysen von MAIT
Zellen lebertransplantierter Patigmien zeigte sich eine deutliche Reduktion der MAIT Zell
Frequenz unabhangig von Art und Starke der IS, welche auch nach Weaning der IS, bei
Poperationd toleranten (tol) Patientinnen und in Patientinnen nach Nierentransplantation (NTx)
bestand Ex vivokonnte weiterhin eiraktivierter und PD-1-positives MAIT Zell Phanotypbei
lebertransplantierten Patientinneachgewiesen werdeBartber hinaus zeigte siéx vivoeine

von IS Regime und Starke unabhéangige Beeintrachtigung von MAIT Zell Effektorfunktiowie
PolyfunktionalitatiebertransplantiertePatientinnenBei tol Patientinnen und nadWeaningder

IS waren eine weiteggehendeNormalisierungdes Phanotypsowie eine leicht verbesserte
Funktionalitdtnach Stimulation auffalligZusammenfassend betrachtet konnte in dieseeifArb
eine funktionelle und phéanotypische Beeintrachtigung von MAIT ZelleohlS undLTx gezeigt
werden welchenachAbsetznder ISnicht vollstandig reversibel wainsgesamtleutendie hier
gezeigterErgemisse auf einen grunderkrankungsbedingten MAIT Zell Verlust bereits vor LTx
hin undbieteneinenweiterenErklarungsansatz figeh&ufte Infektionen unter IS nach L'Eine
moglicherweise verminderteekonstitutionder MAIT Zell Populationennach LTxim Ralmen

von Dysbiosesowie die Eignung von MAIT Zellen als Biomarker fir Toleranzentwicklsolje

in weiteren Studienbjektiviertwerden.



3 Einleitung
3.1 MAIT Zellen

Einelmmunantwort kanmallgemeinin eineangeboreaund erworbea (adaptive) Immunreaktion
eingeteilt werdenEine schnelle, aber unspezifische initiddewehreaktionerfolgtinsbesondere
durchdas angeborene Immunsystem. Diesem welsgspielsweiseMakrophagenNatirliche
Killer (NK) Zellen, Granulozyten oder das KomplementsysteugeordnetNach Kontakt mit
einem, die Immunreaktion auslésendémtigen, tritt im Verlauf zusatzlicheine verzogerte,
antigenspezifische Abwehr durch das adaptive Immunsysam Vereinfacht wird eine
antikbrpervermittelte, humorale Antwodurch B-Lymphozytenvon einer zellularenT-Zell-
vermittelten Reaktiorunterschiedenzusammengefasst ifl)). Nicht jede Immunzelle kann
eindeutig einm der oben genanntdfonzeptezugeordnet werdemie erstmals im Jahr 1993 von
Porcelli et al. beschriebenmucosalassociated invariant T (MAITJellensind T-Lymphozyten
mit Eigenschafteron Zellen des angeborenen ImmunsystéisDer Anteil vonMAIT Zellen
betragtzwischen 1 und 10% der CD3-Zellenim peripheren BlutEn signifikante Anteil der
T-Zellenin mukosalen Grenzflachen wie dem Dafimsbesondere indejunum)und bis zub0%
aller intraheptischenT-Zellen sind ebenfalls MAIT ZellerDariiber hinaus wurden MAIT Zellen

auch inderLunge,demPankreas oder dem Endometrinachgewiese(zusammengefasst {8)).
3.1.1 MAIT Zell Differenzierung

Analog zukonventionella T-LymphozytenentwickelnMAIT Zellen im Thymuszunéchst tGber
Rekombination entspchender Geneeinen spezifischenT-Zell Rezeptor (TCR)mit semi
invarianter - und limitierter b-Kette. Im Gegensatz zkonventionellen TZellen erfolgt die
positiveSelektionjedochnicht iberpolymorphemajor histocompatibility comple@IHC) 1 oder
2 Molekiile, sondermlurch das spezialisierte monomorpheMHC1i &hnliche Molekul (MHG
related protein LMR1 (4). MR1 prasentiert amin B Metabolitedes Riboflaunbiosynthese
Reaktionswegeswvelche vondiversenBakterien und Fzen produziert werderf5). Sowohl der
MAIT TCR, als auch MR1 sindn Saugetiererhoch konserviert, sodass von einérmhen
Selektionsdruck ausgegangemird (6). MAIT Zellen verlassenden Thymus als naive
(CCRTCDA45RA) Zellen Die weitere Expansion und Reifung sowie &#werb eine€ffector
Memory (EM, CCR7CD45RA) Phanotyp erfolgt in peripheen Gewebenhauptséchlichiber

Interaktionen miB-Zellen und KommensatederDarmflora(7).



3.1.2 MAIT Zell Phanotyp

MAIT Zellen exprimiereneinensemiinvarianten TR mit der invarianten Alph&etteV U 7-. 2
J U 3@&vie einevarianta BetaKette mit begrenztem Repertoi(8). Weitere zur Identifikation
genutzteSurrogatnerkmale sind eine hohe Expression der Oberflachenmolekile CBiBin
C-type lectin(9), sowiedie alphaKette dednterleukinl8 Rezeptos(I L 1 8aRdh: CD218]10).
MAIT -Zellen im BluthabeniiberwiegenainenCD4 CD8 (doppelt negativerp)N) oderC D 8" U
Phanotyp wobei auch geringe Frequenzen von CddCD4"'CD8" MAIT Zellen nachgewiesen
wurden (zusammengefasst ifiL1)). PeriphereMAIT Zellen habenvorranging einen CCR7
CD45RA Effector Memory Phanotyfl2). Aul3erdem befinden sidMAIT Zellen aus Blutproben

in einem nichiproliferativen GO Stadium mgeringerExpressiordes Zellteilungsmarkedsi67
(9). Interessarmrweise exprimieretMAIT Zellenim Vergleich zu anderen CD8r-Zellen in
hohem MaCe ATP binding cassett éezighungsweis®d r ug
Glycoprotein, eine Eflux-Pumpe, welche mResistenen gegenulber verschieder@abstanzen

assoziiert is{13).
3.1.3 MAIT Zell Aktivierung

MAIT Zellen kdnnenlber eine antigenvermittelte TERimulation (5) oder alternativi CR-
unabhangig Uber Zytokin@d4) aktiviert werden. Eine zytokinvermittelte MAIT Zell Stimulation
kann auch durcAntigen prasentiende ZellefAPCs)oderbakteriell(15) beziehungsweiséral
(16) infizierte Zellen erfolgen Humane MAIT Zellen weisen ein gemischtesThl-Thl7-
Transkriptionsfaktorprofil auf. Sie exprimieremeben Promyelocytic leukemia zinc finger
(PLZF), Nuclear factoe-B (NF-kB) (17) oderSignal transducer and activator of transcription 3
(STAT3) (18) Uberwiegendden mit Interferon o (IFN2) Produktion assoziiene T-box
transcription factofBX21 (T-bef) sowiedenmit IL17A Produktion assoziieneRAR-related
orphan receptas (RORot) (zusammengefasst (@9)). Grundséatzlictkkonnen MAIT Zellen nach
Aktivierung verstiedene Effektormolekiile, darunt@iumornekrosefaktotJ (TNFU), IFNo,
GranzyneB (GrB),IL2undIL17, produzierer{11). Nach aktuellem Wissensstascheinen TCR
unabhangige Stimulationswege jedoch langsamer zu sein und eine weniger viéligitggsion
von Effektormolekilen zu indueren (20). Aul3erdem sind synergissche Effekte bei

gleichzeitigelTCR-abhangiger unelnabhangiger t8nulationbekannt(21).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung relevanter (Effektp¥lolekile der MAIT Zelle

Die MAIT Zelle wird Uber eine starke Expression von CD161 und ihren speeifiSeZ e | | Rezeptor V
weiteres Merkmal ist die Expression der Effluxpumpe MDR1. MAIT Zellen kénnen antigenspezifisch Uiber-BeaéyRt ur
oder inflammatorisch durch Zytokine stimuliert werden. Uber verschiedene Signalwege THAT /Transkriptionsprofi
exprimierte Effektormoleke¢le beinhalten TNFU, I FNo,
sowie der vesikelstandige Degranulationsmarker CD107a nachweisbar. Nach: Kuriok&)et al.

3.1.4 Rolle von MAIT Zellen bei Lebererkrankungen

Obwohl Uber die Funktion von MAIT Zellen fiir den Organismus noch wenig bekanwirist,
davon ausgeganggedass siainter andereneine wichtige Rolleén der Darm-Leber Achse des
Immunsystemseinnehmen (zusammengefasst i(3)). Als Teil dessenverhindern sie die
Translokation vom Darm Ubedie Vena portatransportiertermikrobieller Metaboliten und
bakterieller Bestandteilan den Systemkreislaufernerkonnten MAIT Zellen mit zahlreichen
infektiosen, auwinflammatorischen und malignen Erkrankungeassoziiert werden
(zusammengefasst in(11)). Insbesondere fiir verschiedene, auch im Kontext einer
Lebertransplantation relevar(@?), bakterielleErreger wiebeispielsweis€oli, Salmonellen oder
Mykobakterienaber auclirung (beispielsweiséspergillus, Candida23, 24)sind Interaktionen
mit MAIT Zellen bekannt Dartiber hinauserichten mehreréutoren von einer veranderta
MAIT Zell Biologie beiautoimmunemHepatitis primar biliarerZirrhose primar sklerosierender
Cholangitis, alkoholinduzierter Leberzirrhosenicht-alkoholischer Fettleber und chronischen
Hepatitiden(zusammengefasst i(8)), HepatitisB (HBV) beziehungsweiseC Virus (HCV)
Infektionen (zusammengefasst i25)) sowie bei hepatozellularem Karzinom (HCC) und
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Lebermetastasezusammengefasst ({26)). Eine Studie von Hegde et al. erbrachte aul3erdem
Hinweisedarauf dass MAIT Zellen profibrotische und proinflammatorische Verandgurbpei

chronischen Lebererkrankungen ford€zi).
3.2 Lebertransplantation

Eine Lebertransplantation (LTx) istls ultima ratio bei schwerenLebererkrankungen eine
poterziell lebensrettetie Therapie Die Organallokatiorerfolgtin Abhangigkeit desnatch model

of endstage liver diseaseMELD) Scores. Zu denhaufigsten Indikationem Europagehdren
chronische virale HepatitidemsbesonderddCV, alkoholinduzierte Leberzirrhossowie das
HCC (28). Die kuzfristigen Outcomes (JahresUberleben) von Lebertransplantationen haben
sich in den letzten 30 Jahranfgrund der EinflUhrung neuer immunsuppressiver Medikamente
deutlich verbessert. Im Gegensatz dazuirstreretrospektiven Analyse deinited Networkfor
Organ Sharing(lUNOS) Datenbank zufolgedas Langzeitiberleben vdebertransplantierten
Patientinnen nicht signifikant veradnderEin Hauptgrund fur die gleichbleibend hohe
Langzeitnortalitstt sind die  gemeinsamen Langzeihebenwirkungen verwendete
Immunsuppressiva (ISyor allemein erhéhtes Risiko finfektionen und maligne Erkrankungen
(29). Entsprechend betonenRana et al. den Bedarf nach einer optimierten
Langzeitmmunsuppressiof29), welche direkt oder indirekt fur bis 88,96 der Mortalitat nach
LTx ursachlich is(30).

3.3 AbstoRRungsreaktionen

Ziel einer ISTherapieist das Verhindernvon TransplantatabstoRungsreaktiondgperakute,
durch bereits existierende zirkulierende Antikdrper vermittelte AbstoRungen innerhalb von
Stunden sindnicht zuletztaufgrund der Verwendungblutgruppenkompatibler Transplantate
selten. Akute zellular (-Zell Aktivierung Gber Prasentation aleaktiver Moleklle durch APC)
oder humoral (Alloantikérperproduktion von-Zellen, insbesondere gegen MHC Kladse
Molekule) vermittelte Abstofungsreaktionen innerhalb von Monaten kénnen in einem Grol3teil
der Falle mitgéngigenlS adéaquat behandelt werdém Gegensatz dazu kanine chronische
AbstoBung Uber Jahre durch aktadb Therapien wenigheeinflusst werdenHier resultieren
antigenspezifische zellulare und humorale Immunreaktiomemerchronischa Entziindung mit
konsekutiver Endothelaktiviergnund Ausschittung von Entztindungsmediat@awie freien
Radikalen. Dies&ihrenlangfristigzueiner GefaRschadigung mit Intimaproliferation, welehnee

zunehmende Gewebsischarhis hin zu einenTransplantatverlust bewirfzusammengefasst in

(31)).
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3.4 Immunsuppresson

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuch&bei LTxumfasserPrednisolonPred), Cyclosporin

A (CyA), Tacrolimus (Tac) und Mycophenolat Mofetil (MMM)abei handelt es sich um die am
haufigsten zuimmunsuppressioeingesetzten Substanzen, wobei neuere Therapieansatze wie
mamallian target of Rapamycirm{TOR)-Inhibitoren zunehmand an Bedeutung gewinnen
(zusammengefasst {82)). Viele IS sind ebenfalls Substrate des von MAIT Zellen expriemne
MDR1 (zusammengefasst {83)).

3.4.1 Prednisolon

Predist ein synthetisches Glucocorticoignd aktiver Metabolit von Prednisomer Wirkstoff
supprimiert dasimmunrsystem tber verschiedenéNege, welche bis heute nichtvollstandig
verstanden sindnsgesamt beeinflusst Pred die Aktivierung, Proliferation und Verteilung von
Lymphozyten.Bekannte Wirkmechanismen sind unter andesne Hemmung der Zytokin
Genexpression Uber Bindung an verschiedene DNA Loci in Fornghlagocorticoidrespons/e
elementGREs) sowieeine Hemmung deTranslokation de$ranskriptionsfaktordlF-a Bn den
Zellkern Sowerden beispielsweise die Produktion von IL1, 2 und 6, aber auch vanolded
TNFU gehemmt(zusammengefasst {84)). Glucocorticoide werden insbesondere in der frilhen
podoperativen Phase und seltener auch im Rahmen einer Erhaltungstherapie eirifiesetzt.
Langzeittherapie kanmnter anderenzur Entwicklung einesKataraks, einesMetabolischen

Syndrons, einerOsteoporose oder emotionaler Instabilitat fUHmrsammengefasin (35)).
3.4.2 Calcineurin Inhibitoren

Die Hauptsibstanzender gegenwartigenimmunsuppressiven Therapieach LTx sind die
Calcineurin Inhibitoren Tac undas seltener eingesetZigyA. Nach Komplexbildung mit dem
FK-binding protein 12 (TaakespektiveCyclophilin (CyA) binden und hemmen diéedikamente
die Calcium und Ca | mo dabhBngigePhosphatasealcineurin. Calcineurinermdglicht die
Transkription von multiplen inflammatorisch und aktivierend wirkendefytokinen wie
beispielsweise IL2welches die Proliferation (alloreaktiver}Zellen férdert,und ist somit eine
wichtige Komponente delmmurantwort beziehungsweiseader TransplantabstoliungBeide
Medikamente haben ahnliche Nebenwirkungsprofile  Wichtige unerwiunschte
Arzneimittelwirkungen sindNephrotoxizitdt metabolische Nebenwirkungen uratterielle

Hypertonie(zusammengefasst (85)).
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3.4.3 Mycophenolat Mofetil und Mycophenolsaure

MMF sowiedessen Metabolit Mycophenolsaure (MP)d Antimetabolitaund verhindern die
de novoPurin-Nukleotidsynthese Uber Bindung dénosin5 -&MonophosphabDehydrogenase
(IMPDH). Dies hemmt die DNA Replikationnd damitauchdie Proliferationvon B- und T-
Lymphozyten Weitere Hauptnebenwirkungersind insbesondere gastntestinale Symptome
sowie Leuke, Erythro- und Thrombopeniefzusammengefasst (85)).

3.5 Weaning undoperationale Toleranz nach Lebertransplantation
3.5.1 Weaningvon Immunsuppresson nach Lebertransplantation

Aufgrund der Nebenwirkungen immunsuppressiver Medikation werden verschiedene Strategien
zur ReduktiorundzumvollstandigerAbsetzen (Weaning)on IS entvickelt. Auf Basisbisheriger
Studienist davon auszugehen, dass Weaninghach LTxin ungefahr207 30 % (Spanne: 6 63
%) der Falle erfolgreich verlauffzusammengefasst i(B36)). Aufgrund des Risikoseiner
Abstol3ungsreaktionach Reduktion der |Svelche miteilslebensbedrohlichen Nebenwirkungen
einhergehterhélt jedoctein Grol3teil der Patientinnen eine lebenslangeDi® Entwicklung von
Strategien zur Identifikationpoterziell toleranter Patieminen ist deshalb ein wichtiger
Forschungsbereich Gegenwartig sind jedoch noch keine zuverlassigen Biomarker zur
Identifikation dieses Patientenkollektivégkannt. Am vielversprechemsten scheinen derzeit
Analysen von Genepressionsprofilen zur Eisenhomoostase dugptisch entnommenem
Lebergewebgzusammengefasst i(86)). Durch weniger invasive Verfahrefbeispielsweise
Blutuntersuchungen gewonnene Biomarker zur prospektiven Detektion immunologisch

toleranter Patientinnen natfifx konntenbislangnichtidentifiziert werden
3.5.2 Operationale Toleranz

Ziel vonWeaning oder Toleranzinduktionsmaf3nahmen ist das Erreichen von Tobpegeniber

dem TransplantaDiese kann unterschiedlich definiert werdém klinischen Kontexterist die
Surrogatdefinitionoperationaler Toleranz gebréuchlidDperationale Toleranbezeichnet den
Zustand einer fehlenden Transplantatabstof3ungsreaki@nimmunkompetenten, iBeien
Patientinnen(zusammengefasst i(81)). Goldstandard zum Monitoring vomoleranz ist die
histologische Untersuchungpn Lebegewebevia Leberbiopsie. Aufgrund der Invasivitat des
Eingriffs erfolgt ein Routinemonitoring Lebertransplantierter auf3erhalb von Akutsituationen meist
Uber klinische Untersuchungsowie laborchemisches Wbhitoring von Leberenzymen

Insbesondere bei chronischen AbstoRungsreaktionen kdnnen diese Leberenzyme im Normbereich
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oder nur gering erhoht sein. Entsprechend gelten bilethodenals wenig sensitiv und
spezifisch aber ausreichend fur die Feststellunmerationaler Toleranfzusammengefasst in
(37)). Aus immunologiscker Pespektivekann Toleranz auRerdem @nezentrak und riphee
Komponenteunterteilt werdenwobeiinsbesonder&etztere im Transplantationskontext relevant
ist. Mechanismen peripherer Toleranz beinhalten die sogenanrgegi@n eine funktionelle
Inaktivierung durch ausbleibende Kostimulation bei T8&t#nulation und die Apoptose, ejn
beispielsweise durch Uberstimulatjoninduzierter programmierter Zelltod.AuBerdem
kontrollieren verschiedene regulatorische ImmunzellespéaondereCD4'CD25"" FoxP3
regulatorische #Zellen(Treg9 die Immunantwort. Sie supprimiereire Immunzellaktivitat tber
direkten Kontakt durcleytotoxic T-lymphocyteassociated protein @€ TLA-4) undlymphocyte
activation gene JLAG-3) Molekile, Induktion von Apoptose, Zytokinsekretion odene
metabolische Beeintrachtigung der Zielze{lmisammengefasst i(81)). Insgesat gilt das
Erreichen von Toleranz almheliegendstedsungzur Verbesserung déangzeimorbiditat und
-mortalitdt von Lebertransplamrten (38). Einerseitswirden die mit der IS einhergehenden
gravierenden Nebenwirkungen vermieden werden, andererseit®e das langfistige

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

Aufgrund hohe MAIT -Zell Frequenzen sowohl im peripheren Blut als auch in der Leber sowie
deren hochkonservierte TCR wird angenommen, dass diese eine wichtige Funktion im
menschlichen Immunsystem beziehungsweise in der legfidlen Dafir sprichtauch dassine
Reakivitat von MAIT Zellen auf viele Erreger(23, 24) welche zu Infektionen nach
Lebertransplantation flhref22), gezeigt ist Aul3erdemwird von eing Beteiligung von MAIT
Zellen bei autoimmunen Lebererkrankungesgegangen (sieBel.4), sodass auakinepro- oder
antiinflammatorischeBeteiligung der Zellenim Rahmen einer AbstofRungsreaktion nach
Transplatation denkbar w& Zum Verfassungszeitpunkder vorliegend@ Arbeit waren nur
wenige Datenzu den Auswirkungen eindrTx undoder von ISund derenWeaningauf die
Biologie vOonMAIT Zellen publiziert Eine Pharmakoresistenz von MAdZellen aufgrund ihrer
hohen MDRIExpression wurde bishbauptsachliclfir verschiedene Chemotherapeutika gezeigt
(39). Im Gegensatz dazu konnterehmere Studieiffekte von IS aIMAIT Zellen nachweisen.
Fergusson et al. beobachteten naclhvitro Inkubation mit MPA oder Tac eine beeintrachtige
MAIT Zell Proliferation sowie eine vermindert&srB Expression von MAIT Zellemach

Inkubation mit Pred(13). Dartber hinaus konnten Hinks et al. einen Effekt inhalativer
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Glucocorticoide auf MAIT Zell Frequenzen und I&Rroduktion bei elf COPD Patidnten
nachweiserf40). Insgesambleibt die Datenlage zum Einfluss verschiedd8eauf MAIT Zellen

jedochbegrenzt
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4  Fragestellung

Die in der Leber zahlreich vorhanden®tAIT Zellen sind eine relevante, bishemzureichend
erforschteT-Zell Population Es gibt Hinweise auf eine protektiRolle bei bakteriellen(41),
viralen(42)und PilzInfektionen(43). Gleichzeitighaben MAIT Zellen auch proinflammatorische
und-fibrotischeEigenschaftef27). Die genannteharakteristikaind von besonderer Relevanz
im Kontext einer LTx sowie der damit verbundené8. Ein Hauptproblem ist hier dagiletzt
wenig verbesserte Langzeitiberleben lebertransplantierter Patieni{2@enVichtige Ursachen
dafir sindunter anderem eine erhohte Infektanfalligkeit unte(38) sowie eine chronische
Abstol3ungsreaktiodes Transplantatait zunehmendeFibrosierung der Lebgd4). Beiwenigen
Patientinnen ist jedockin Absetzender IS unter Ausbleiben einer Rejektion mdglich, was das
(Transplanta) Uberleben verbessert (zusammengefas@tsi)). Angesichts ihrer groRen Anzahl
in der Lebersowohlprotektivenals auchprofibrotischerEigenschaften ist eine Beteiligung von
MAIT Zellen an den oben genannten Prozessen wahrscheinlichEiflass von LTx, IS und
deren Weaning auf MAIT Zellen existieren jedoulr wenige DatenHauptzielder vorliegenden
Arbeit ist funktionelle und phanotypischéeranderungemon MAIT Zellen im Kontext eineL. Tx
sowie der damit einhergehendehzu untersucherBeide Faktoren werden dabei differenziell
anhandeiner vergleichenden Analysperiphere MAIT Zellen gesunder Spenderinnd®S),
immunsupnmierter und operational tolerantelebertransplantiertePatientimen ohne IS (tol)

sowienierentransplantierter PatientinnemalysiertDabei ergeben sidolgende Fragestellungen.

1.) Beeinflussen die derzeit in der klinischen Routingnach LTx verwendeten
Immunsuppressivawie beispielsweiseGlucocorticoide, Calcineurinimbitoren oder
Antimetabolitegrundséatzlictdie MAIT Zell Funktionalita®

2.) Welche funktionellen und phé&notypischevierdnderungen sind iMAIT Zellen im
peripheren Blutlebertransplantierter Patientinneachweisbd Existieren dosisoder
substanzabhangige Unterschiede?

3.) Werden MAIT Zellenbereitsdurch die LTxselbstbeeinflusst oder singotentielle
Beeintrachtigungn der MAIT Zell Funktionalitat sowie phanotypsiche Verdnderungen
ausschlieB3lich auf die immunsupse® Therapie zurtickzufihren?

4.) Inwieweit sind phanotypische und funktionelle Verdnderungen gkipherenMAIT
Zellennach LTx und IS durch Weaning der IS reversibel?

5.) Welche phéanotypiscime Eigenschaften und funktionelle Einschrankungen zeigen

periphereMAI T Zellen operational toleranter lebertransplantierter Patientinnen?
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5 Material und Methoden
5.1 Immunsuppressiva

Die Auswahl der untersuchten F8r die in vitro Experimentesrfolgte nach ihrer klinischen
Relevanz, welche Uber eine Literaturrecherche in dembaték PubMed sowim Ricksprache
mit behandelnden Arzten des Transplantationszentrums der Chitgschatzt wurde.Zur
Konzentrationsbstimmung der IS erfolgte eine Auswertung deentsprechenden Standard
Operating Procedures (SOPs) des Charité Transplantationszentrums, internationalen
Empfehlungen(35, 46) sowie strukturell ahnlictre Experimente(47). Zur Gewahrleistung
maoglichst standardisiertetUntersuchungsedingungen wurden i@ jeweiligen Wirkstdfe
aliquotiert und bet20°C (CyA, MPA, Pred)espektived°C (Tac)gelagert. Hierfumwurden nach
entsprechender Verdinnung mit EthaAttjuots vonTacrolimus Prograf® Astellas Pharma,
Tokyo, Japan)n einer Konzentration von 1Qg/ml, Cyclosporin A (Cgman Chemical, Ann
Arbor, Michigan, USA) in einer Konzentration von 120g/ml und Mycophenolsauréigma
Aldrich, St. Louis, Minnesota, USAIn einer Konzentration vor2,7 ng/ml hergestellt
Prednisolon (Prednisolu®, Mibe, SandersdoiBrehna, Deutschlanil wurde in phosphate
buffered salindPBS geldst und in einer Konzentration v6rA0 pg/ml aliquotiertDie Inkubation
von PBMCs mit den jeweiligen Substanzen erfolgte damienEndkonzentrationehO ng/m fur
Tac, 120 ng/m fur CyA, 2,7 eg / ml fur MPA und 0,57 €g / ml fir Pred.Dies entsprach IS
Dosierungen, wie sie unmittelbar na@iner Lebemansplantationangestrebtwerden. Zur
Versuchsopmierungwurdenauf3erdemantigen sowie zytokinvermittelteStimulationen(siehe
4.5) von PBMCsgesundeiSpendennen (n=6) mit jeweils der 0,%achen 10-fachensowieder
festgelegtenS Konzentration beziehungsweismit Prainkubationszeitemerschiedener Lange
durchgeflhrt

5.2 Antigene und Zytokine

Fur die funktionalen Assaysurdenperipheral blood mononuclear ce(BBMC9 bei 37°C und
einem LuftCO?-Gehalt von 5%in jeweils 300l RPMI 1640 Medium(Biochrom, Berlin,
Deutschland¥timuliert. Letzteresvar mit 0,3 mg/ ml Glutamin, 100 U ml Penicillin und0,1 mg
/ ml Streptomycin sowie 10 % menschlichemAB Serum {eweils Biochrom) versetzt Als
inflammataische Stmuluswurdeeine Kombinatiorder ZytokinelL12, IL15 (jeweils Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbacteutschlanyl 1L18 und TNF-like ligand 1A (TL1A) (je R&D,
Minneapolis Minnesota, USAgewahlt wobei Titrationen mifL%, 10% und100%derebenfalls

in einer Arbeit von Sattler et a{14) verwendeten Zytokinkonzentrationdrei gleichzeitiger
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Inkubation mit den festgelegten IS Konzentrationedurchgefuhrt wurden Die finalen
Zytokinkonzentrationebetrugen jé& ng/ ml fur 1IL12, IL15 und L18 sowie 10 ng / nflir TL1A.

Fir dieantigenvermittelte StimulatiowurdenlysierteE. coli Bakterien (Laborstamr® H 5) &lls
Modellantigensowieant-CD28 Antikdrper in der Konzentration voneld ml (Biolegend, San
Diego, Kalifornien, USA ds Ko-Stimulus verwendet Die Bakterien wurden aus einer
laboreigenen Kultur gezuchtet und in 1%iger Fdmhasung fur 5 Minutenfixiert. Zur
Minimierung von Formalinriickstande erfolgten anschlieRendnehrere Waschschritte.Die
Anzahl der Bakterien wurde mit einefNa n o Dr o p EThe2r® (F8her Scientific Inc.
Waltham, Massachusetts, USA) spektralphotométrigzer den Optischen Dichtewert (OD) bei
einer Wellenange von 60tm bestimmt Aliquots wurden bei20°C gelagert und vor Gebrauch
mit RPMI Medium auf eine Konzentration vdff Bakterien/ 10 pl verdiinntFir die DH3U
Antigenstimulatiorerfolgten Titrationen mit einer Multiplizitat der Infektion von 10, 30 und 100
zur optimierten Darstellung der Stimulatiemsid Immunsuppressionseffekigiese war beeing
MOI von 30gegebenDie Spezifitat der bakteriellen Stimulation wurde Gber Hgahe vorantr
MR1 Antikdrpern in einer Konzentration vohO e€g/ml (Biolegend) beziehungsweiseiner

Isotypkontrollevor bakterieller Stimulatiobestatigt
5.3 Antikorper

Die durchflusszytometrischen Multiparametdessungen beinhalteteldombinationen derin
Tabelle 1 gelisteten Markersetzur Analyse relevanter Lymphozytenpopulationenderen
Phanotyp sowie ihres funktionellen Repertoires nach Stimula&ondie Auswahl geeigneter
Marker erfolgte zun&chst eine Literatecherche tber die Datenbank PubMedibhitsch der von
MAIT Zellen exprimierten Moleklle. AnschlieRend wurdegeeignete Markersets
zusammengestelltDie Arbeitskonzentratioen der verwendeten Antikérper wundedurch
Titrationen ermittelt, wobei die jeweils niedrigste Konzentraiam Einsatz kambei der zwei

klar trennbare Populationemterschieden werden konnten
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Tabelle 1: Liste verwendeter Antikbrpaur Oberflachenfarbung

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
Bv421 HP-3G10 1:30
IL18R PE / Dazzle 594 BL H44 1:100 MAIT
TCR VU|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 HI100 1:800 Diff
CCRY7 BV711 BD 3D12 1:50 Diff
CD8hb PE/Cy7 eBio SIDIS8BEE 1:200 Diff
CD27 PE BL M-T271 1:200 Diff
CXCR3 BV785 BL GO025H7 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 Antikdrper zurtrazellularen Farbung

Marker Fluorochrom Hersteller Klon Konzentration  Eigenschaft
FoxP3 Alexa647 BL 150D 1:50 TReg
CTLA4 Bv421 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 MAb11 1:800 EF

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

GrB Alexa 700 BD GB11 1:100 EF

Tabellen 1 und 2 Zusammenfassung der zur Immunfluoreszenzfarbung verwendeten Antikdrper
Die Antikoérper wurdenin 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 Durchflusszytmetrie koénnen sowohl physikalische Eigenschafterals auch
Oberflachenantigene und intrazellulékolekile von Zellen gemessewerden Die Zellen
passiererdazuin einer Flussigkeit, meist PB8inzelndurch einen Hullstrom hydrodynamisch
fokussiert,mehree Lichtquellen (meist Laser). ¥rschiedene DetektoréRhotodioden und/oder
Photoelektronenvervielfachemessendie Lichtstreuung der Zellen und das Fluoreszenzlicht.
Dabei konvertieren und verstarken die Detektoren die Lichtsig(Rie®toneh zu einem
elektrischen Signalwelches von entsprechenden Programmergraphische Darstellungen
umgewandelt wird Streulicht wird als Vorwartsstrelicht (forward scatter, FSIC oder
Seitwartsstrelicht (side scatter, SSC) detektiert. Der FSC bezeichnet die Streuung entlang der
Lichtachse des Lasers und gibt Auskunft Uber die Grol3e gemessener Zellen. Der SSC misst die
Granularitat von Zellen, indem Lichtstreuung im rechten Winkel (ann&hernd 90°) zum
einfallenden Lichtstrahl erfasst wirdSchliel3lich kann aucldie Durchflussrate der Zellen
abhangig vom Zweck der Analyse festgelegt werden. Hohe Durchflussraten, wie in der
vorliegenden Arbeit, werdenunter anderembei Immunphanotypisierungen verwendet

(zusanmengefasst i1438)).
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5.4.2 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Analyse vonZellkomponentenwerden digse mit Antikbrpern gegerdie zu bestimmende
Struktur markiert. Der Sichtbarmachung diendfluoreszenzfarbstoffé-luorophorg, die direkt

an den Antikoérper oder an einen gegen den ersten Antikdrper gerichteten Antt@&ioppeden
sind.Die Fluorophore werden durch Licht unterschiedlicher Wellenlangen angeregt und emittieren
daraufhin eindefiniertes langwelligeresLichtspektrum.Da die Farben von anregendem und
ausgestrahlterhicht unterschiedlich sind, kdnnen diese durch die Verwendung optischer Filter
(long pass, short pass, band pass) getrennt und von nachgeschalteten Detektoren unterschieder
werden. Die Verwendung unterschiedher Farbstoflaser Kombinationen ermdéglicht eine
gleichzeitige Messung verschiedener Molekile. Zusétzliche Variabilitat kannsagenannte
TandemFluorophore, Kombinationen zweier Farbstofferreicht werden. Dasich die
Emissionsspektra einzelnEluorophoe tiberschneiden kénnéspektrale Uberlappufgmiissen

fur eire korrekteMessungm RahmereinerKompensatiomeile der jeweiligen Signale von denen
anderer Emissionen subtrahiert werden und umgek@&usammengefasst ir48)). Als
Ausgangswertélir eine adaquate Kompensation wurden deshalb zunachst Einzelmessungen der
verwendeten Fadboffe durchgefihrt und ein entsprechendes Kompensationsprofil erstellt,
welches probenabhangig individuell angepasst werden koNweteen der Frequender ein
Merkmal exprimierenden Zellekannauch dieStarkeder Merkmalsauspragurigher diemean
fluorescence intensityMF1) bestimmt werdenZur Berechnung der MRhurdein dieserArbeit

dergeometric mean (gMlrerwendet
5.4.3 Zellisolation

Fur die UntersuchungemvurdenPBMCs augeweils 20 ml heparinisierten Vollblut von leber
und nierentransplamiten Probandinnesowie von gesunderSpenderinnemsoliert Die Zellen
wurden Uber Dichtegradientenzentrifugation iitoll (Dichte 1,077 g/ml, Biochrom, Berlin,
Deutschland) getrennt.  AnschlieBenderfolgte eine  Zellzahlbestimmung durch
Stromausschlussifahren undPulsflachenanalyse mitteBASY® TT (OLS OMNI Life Science
Bremen, DeutschlandPanach wurden ein®hénotypisierung und funktionale Assagsehe
3.4.4'5) durchgefuhrt Fur weiterfihrendeUntersuchungenvurde jeweils ein Teil der Zellen

sowie Serumproben der Patientinnen kryokonserviert.
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5.4.4 Phanotypisierung

Fir die Phanotypisierungusdenabhangig von der Gesamtzellzak®x1® PBMCspro Proben
zwei verschiedenen Panelsalysiert wobei dieZellenjewels in PBS / BSAmit den in Tabelle
1 genannteriFluoreszenzfarbstoffeim den angegebenen Konzentratiomesuspendiert wurden,
sodass sich ein Gesamtvolumen von 100ul ergBite Farbung erfolgtdtr 20 Minuten bei
Raumtemperatuin manchen Fallewar ein zweiter Farbeschrittir die Dauer vorf0 Minuten
bei 4°Cnotig.

5.4.5 Funktionelle Assays

Fur die funktionellen Assayésiehe Abbildung 2Wwurdenabhangig von der Gesamtzahl der
isolierten PBMCgwischen5x1® bis 1x16 Zellen pro ProbeverwendetDie Zellen wurden in
300ul RPMI Medium(siehe 4.2fur 22 Stunden beB7°Cmit denentsprechendediytokinenoder

E. coli undaCD28inkubiert Zur intrazellularenMessungsezernierteProteine wurdeérefeldin

A (BrefA, SigmaAldrich) mit einer Konzentration von 1dg/ml in den letzterd Stunden der
Zytokinstimulation beziehungsweisezusammen mitBD GolgiStogM (Hauptbestandteil:
Monensin BD Biosciences 1: 1000 fur die letzten 18Stundender E. coli Stimulation
hinzugegeberBeideSubstanzen wirkenbiér eine Inhibierung des Golgpparatesind fihren so
zur intrazellularenAkkumulation normalerweise sezerniertéroteine (49). Fur die in vitro
Experimentemit PBMCs gesunder Spenderinnen wurden dieS€0 pl RPMlzwei Stundemnit

den oben genanntd8 in verschiedeneiKonzentrationeroder derKombinationen 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 + PredbeziehungsweiseMPA + Pred vorinkubiert. Bei allen
Stimulationsexperimenten erfolgte eine Negagkeine Stimulation) und bei in vitro Versuchen
zusatzlich eine Positivkontrolle (Stimulus ohnest®vie Stimulus mitEthanol, dem wavendeten
Losungsmittel der IS)Nach Stimulationsende wurde zunéchst eine Oberflachenfai(sieige
5.4.4)durchgefuhrt. AnschlieBeretfolgte eine Kierung und Permeabilisieung der Zellen mit
BD F A C$dihg Solution respektiveB D F A CPBrineabilizing Solution Ibeide BD
Biosciences)Dannfolgte eine Farbung intrazellulaakkumulierterProteine wiebeispielsweise

TNFU IFNo oder aCasp3 fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur.
5.5 Durchflusszytometrische Analyse

Alle durchflusszytometrischen Analgnerfolgten mit eineniFACSLSR Fortessd” X20 (Becton
Dickinsonand CompanyBD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USAi} vier Lasernin den
FarberRot (633nm), Blau (488nm), Violett (405nm)undUltraviolett (355nm) sowiel6 Filtern

In dieser Konfigurationkonnten maximal 16 verschiedene Parameter gleichzeijjgmessen
werden Vor der durchflusszytometrischen Analyse wurden die gewaschenen Zellpellets zun&chst
in 10Qul PBS gel6st und kurz gevortext. Noch nicht gemessene Proben wurden ibiger
Messungbei 4°C gelagert.Aus Ubersichtlichkeisgriindenwurde ein Detektionschwellenwert

(Threshold) vor20.000festgelegtsodass kleinere Partikel nicht aufgezeichnet wurden.
5.5.1 Gating Strategie

Fur die Analysedurchflusszytometrischer Datexistierenwenig definierte Standard$eshalb

ist sie inhohem MaRe von der Erfahrurdgs Experimentatorsabhangig.Leitkonzepte der
Datenanalyse sind es, die zu erforschenden Zellpopulationen selektiv darzustellen uitgedann
AbbildunguntersuchteBiomarkerweiterelnformationen tber dieseiggewinnenDiese Methode
wird als Gating bezeichneEin Gateist dabei einalefinierteRegion auf einem Graphgwelche
eine abgrenzbare Zellpopulation umfa@tsammengefasst {@8)). Durch dasDefinierenvon
Gates konnen stérende Zellen und Partikel schrittwaisgeschlossen werden, bis die
Zielpopulationen dargestellt sindie verwendete Gating Strategie kann Adbildung 3

nachvollzogen werden.
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Abbildung 3: Gating Strategie
Zunéchst erfolgte ein Gating auf Lymphozyten. Im Anschluss wurden tibaR®@-H Dubletten ausgeschlossen. Uber e
Adumpf ( CD1 4 Char®® Wfden tiate ZBIlen, Monozyten undelien ausgeschlossen. MAIT Zellen waren G
CD8" oder CD8CD4's o wi e *CD1BT9. 2 AKonvent i-MAR €D Zlfen wurdén ertisprecheder Darstellun
identifiziert. CD4 T-Zellen waren CD3und CD4 CD8. Regulatorische ‘Zellen waren CD3, CD4"CD8 und CD2%59"FoxP3 .
NK Zellen wurden als CDZellen Gber CD56 Expression selektidiach Sattler, Thiel et a(50).

5.5.2 Auswertung

Die Datenaswertung erfolgtenanuellmit demProgramm FlowJo (Version 10reestarAshland,
Oregon USA). In dieser Arbeit gezeigte Durchflusszytometriedatersind als Dot Plots
(zweidimensionalé&treudiagramm zur gleichzeitigen Auswertung zweier Merkmalajgestellt.
Um in die Analyse integriert zu werdemussteeine Mindestzellzahl vor25 Zellen in der
jeweiligen Zielpopulation nachweisbar seikuf3erdem wurden fiir einzelne Proben Marker mit
ungeniugendemFarbeergebnis ausgeschlossdn unseren Analysen erfolgte jeweils eine
Gruppierung der Patientinnen entsprechend it8eplwiederen StarkeHier entspricht Gruppe 1
einer Medikation mit Tac Serumspiegeln < 3 nigaaler CyA < 50 ng/ihh Gruppe2 erhielt ISmit
Tac 35 ng/m oderCyA 50-100 ng/nh. Gruppe 3 wurde mitTac Spiegeln ibebng/m bzw. CyA
Spiegeln Uberl00 ng/m behandelt. Die MMF Dosisbis zu 500 mdd) war fir die
Gruppeneinteilunginerheblich

5.5.3 StatistischeAnalyse

Die statistischeAuswertungder in FlowJoausgewerteteaten erfolgte durch die Software
GraphpadPRISM {ersion8.0, GraphPad Software&san Diego, Kalifornien, USA Ergebnisse

wurden in Diagrammen dargestelltAlle Balkendiagramme zeigen den Mittelwett
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Standardfehler (Standard error of the meSEM). Fur die statistischénalyse wurden die
Messwerte zunadchst mittel 6 A g o-Pdaisam osowie Shapiilk Tests auf eine
Normalverteilung hin GberprifAbhéangig von der Normalverteilungurde beiVergleichenvon
zwei unabhangigerstichproben ein dTest mit WelchKorrektur beziehungsweise ein Mann
Whitney Test angewandStatistische Vergleich&#on mehr als zweungepaarten Gruppen
erfolgtenvia ANOVA, wenn eine Normalverteilung angenommen werden koo, Kruskal
Walllis-Test falls keine Normalverteilung bestanbh allen statistischen Tests mit mehreren
Gruppen wurden die jeweiligen Belthimngsgruppen mit der Referenzpopulation (GS)

verglichen.
5.6 Patientinnen und gesunde Spendénnen

Die Studie wurde vom Ethikkomitee der Chatif@iversitatsmedizin Berligenehmigt unehach
dessenVorgaben ausgefUh(EA 2/028/13, EA2/035/16, EA 4/127/17). Alle Probanden gaben
entsprechend deHelsinki Deklaration ihr Einverstandnis zur Teilnahman dieser Studie.
Gesunde Spenderinnéir eine altersangepasste Kontrollgruppairden auf freiwilliger Basis
rekrutiert Einschlusskriteim fur leber und nieretransplantierte Patientinnewar eine
laborchemisch und klinisch stabile Transplantatfunktion zum Zeitpunking@unologischen
Analyse Ausgeschlossen wurden Patientinnend gesunde Spenderinnenit klinischen
Hinweisen auf eine akutdeziehungsweisechronische Infektion oder Inflammation rau
UntersuchungszeitpunkEin Ausschlusskritetim bei HBV- oder HCV-infizierten Probandinnen
waren dartber hinaukezidiveinnerhalb eines Jahres vor dem MesszeitpuDie Liste der
eingeschlosseneRatieninnen ist in den Tabelle@ und 3einsehbarmodifiziert nach Sattler,
Thiel et al.(50)).
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Tabelle3: Charakteristika lebertransplantierter Patientinnen und gesunder Spenderinnei

Variablen Alle Tolerante Gesunde
Patientinnen Patientlnnen Spenderinnen
(n=58) (n=8) (n=19)

Alter (y £ SD)* 61,78 (11,75) 63,8 (103) 61,26 (651)

Geschlecht(weiblich)** 21/58 (362%) 1/8 (125%) 10/19 (526%)

Jahre seit Transplantation(y = SD)* 12.59 (72) 15.5 (72)

Tolerante Gruppe (IS-frei)** 8/58 (138%)

Tolerante Gruppe: durchschnittliche 1S 36.8 (756)

freie Zeit

IS Gruppe 1** 20/58 (345%)

IS Gruppe 2** 19/58 (328%)

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

IS**

Tacrolimus + Mycophenolat Mofetil 19/58 (328%)

Tacrolimus 16/58 (276%)

Keine 8/58 (138%)

Mycophenolat Mofetil 6/58 (1Q3%)

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

Cyclosporin A 4/58 (§9%)

Grunderkrankung**

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

Hepatitis C 11/58 (19%) 5 (625%)

Hepatozellulares Karzinom (HCC) 9/58 (155%) 1 (125%)

Hepatitis B 9/58 (155%) 1 (125%)

Primar billidre Cholangitis 4/58 (§9%)

Kryptogene Zirrhose 3/58 (52%) 1 (125%)

Alpha-1 Antitrypsin Mangel 2/58 (34%)

Primar sklerosierende Golangitis 2/58 (34%)

Buddi Chiari Syndrom 1/58 (1,7%)

Caroli Syndrom 1/58 (1,7%)

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

Sekundar bili are Zirrhose 1/58 (1,7%)

Morbus Wilson 1/58 (1,7%)

Tabelle3: Charakteristika lebertransplantierter Patientinnen und gesunder Spenderinnen
FuRnoten:y: Jahre, *Durchschnitt + Standardabweichung; **Anteil (Prozentzah#Monate + Standardabweichung. Die
Einteilung der Patientinnen in IS Gruppen ist in Kap8dl.8 beschriebenNach Sattler, Thiel et g50).
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Tabelle4d: Charakteristika wahrend der Studie geweanter Patientinnen

Patientennummer  Alter* Geschlecht Zeit Grunderkrankung IS° 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

Tabelle4: Charakteristika wahrend der Studie geweanter Patientinnen

FuRnoten:m: mannlich, f: weiblich, Tx: TransplantatiohBei Baselie Analyse,®Jahre,°vor Absetzen der IS*Monate Nach
Sattler, Thiel et a(50).

Tabelle 5:Charakteristika nierentransplantierter Patientinnen

Variablen Patientinnen
(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
Cyclosporin A + Mycophenolat Mofetil + Prednisolon
Tacrolimus +Mycophenolat Mofetil

Tacrolimus + Prednisolon

11/23 (47,8%)
8/23 (34,8%)
2123 (8,7%)
2123 (8,7%)

Grunderkrankung**

Hypertensive Nephropathie

IgA Nephropathie
Glomerulonephritis

Pyelonephritis

Polyzystische Nierenerkrankung
Kryptogen

Zystinose

Diabetische Nephropathie
Diabetische + HypertensiveNephropathie
Fokal segmentale Glomerulosklerose
Obstruktive Nephropathie
Systemischer Lupus Erythematodes

5/23 (21,7%)
3/23 (13%)
3/23 (13%)
2123 (8,7%)
2123 (8,7%)
2123 (8,7%)
1/23 (4,3%)
1/23 (4,3%)
1/23 (4,3%)
1/23 (4,3%)
1/23 (4,3%)
1/23 (4,3%)

Tabelle5: CharakteristikanierentransplantierterPatientinnen

FuRnoten: y: Jahre, *Durchschnitt + Standardabweichung; **Anteil (ProzentzéMpnate + Standardabweichung. Die
Einteilung der Patientinnen in IS Gruppen ist in Kapitel 5.4.8 beschriéterh Sattler, Thiel et gb60).
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6 Ergebnisse

6.1 Beeinflussung von MAIT Zell Funktionen gesunder Spenderinnen durch

Immunsuppressionabhangig vom Aktivierungsmechanismus

Zur Untersuchung eines potgellen Einflusses beliTx gangiger IS auf MAIT Zellen wurden
PBMCs gesunder Spenderinnen in vitro mit ehiedenen I1S(Tac, CyA, MPA, Pred und
Kombinationen)in unterschiedlichen Konzentrationgarinkubiert. Anschliel3end erfolgte eine
22-stindigeStimulation entwedemittels Zytokinstimulation unter Verwendung vt 2, IL15,

IL18 sowie TL1A invortitrierten Konzentrationen oder mi. coli Bakterienin Kombination mit
aCD28.Durchflusszytometrischiglessungen der von MAIT ZellgsroduzierterZytokine zeigten
hierbei, dassiach Zytokinstimulatioriediglich Prednisolon di&xpressiorder ZytokineT N F U
und bkighkant supprimiertd Abbildung 4). Bei antigenspezifischer Stimulation war eine
signifikante Hemmung déf N F U u n Exprés$ioN ausétzlich unter IS mit Tac beobachtbar.
T N F kbnnte auRerdem nach Prainkubation mit CyA smiprt werden (Abbildung 4).
Weiterhin beeintrachtigte sowohl eine Vorinkubation mit Pred als auch mit Calcineurininhibitoren
die Ausschittung von IL17Die Expression desei E. coli Stimulation nachweisbaren
Degranulationsmarkers CD107a blieb dudih IS unbeeintrachtigDie sowohl bei Zytokinals
auchE. coli Stimulation gemessene Serinprotease GrB war lediglich nach antigenspezifischer
Stimulation und Prainkubation mit Pred signifikant vermindBgtén nicht gezeigt. Vergleiche
jeweils Sattler, Thel et al.(50)).

6.2 DivergenteT-Zell Frequenzenunter Immunsuppression

Zur Untersuchung des Einflusses Viofix beziehungsweisés auf MAIT Zellen erfolgte eine
durchflusszytometrische ex vivo Ph&notypisierung verschiedener Lymphozytenpopulationen
lebertransplantierter Spenderinnemn Vergleich zu einer gesunden altersgematchten
VergleichsgruppdAbbildung 5) Hier waren signifikant reduziertdAIT Zell Frequenza bei
immunsupprimierten Spenderinnen auffalilgese zeigten sich unabhangig von der individuellen

IS Medikation.Bei toleranten geweanten (tol) lebertransplantierten Patientinnen blieben MAIT
Zell Frequenzen ebenfalls signifikant erniedrigje Frequermen vonTregsowiekonventionellen

CD4" T-Zellenwarenlediglich beilS Patieninnen signifikantvermindertund erholten sich nach
Weaning Weiterhin zeigten sich die Frequenz€D8" T-Zellen bei beiden Patientengruppen
signifikant erhohsignifikant erhdht Beziglich derNK Zell Frequenzerzeigten sich keine

signifikanten Veranderungen gegenuber gesunden Individuen.
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Zytokinproduktion stimulierter PBMCs ohne IS, welche als 100% definiert wurden. Signifikanzen beziehen sich jewe
Vergleich einzelner Gruppen (n=6) mit der Referenzgruppe (ohne IS). Legende fiir diese und alle folgenden Abbil
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Abbildung 5 Zellfrequenzen altersgematchter gesunder Spenderinnen (GS, n=20) im Vergleich zu immunsupprimiert
n=58) sowie toleranten (tol, n=8) lebertransplantierten Patientinnen.

MAIT-Zell Frequenzen lebertransplantierter Patientinr{@) sind zusatzlich aufgeschlisselt nach der jeweiligen IS darge
Unten (B) sind NK (CD3CD56'), CD4" und CD8 T-Zellen sowie nTReg Frequenzen abgebildet. RRiektdiagramme zeig
einzelne Messwerte sowie Mittelwerte und SEM. Statistische Vergleiche beziehen sich jeweils auf die Referenzpopt
Nach Sattler, Thiel et a{50).

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

Zur ldentifizierung moglicheBiomarker fir die Entwicklung operationaler Toleranz nach
Lebertransplantation erfolgte aufRerdem eine durchflusszytometrische Analyse verschiedener
MAIT Zell Aktivierungs- und DifferenzierungsmarkéAbbildung 6) Hier zeigten sich bei MAIT

Zellen immunspprimierter Patientinnen erhdhte Aktivierungsmarker (CD69, CD38, -BR)

im Vergleich zu einer altersgematchten Kontrollgruppe gesunder Spenderinnen.

Interessanterweise war hidiei toleranten Patientinnen kein signifikanter Unterschred
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KontrollgruppedetektierbarAuch in einer ISSubgruppenanalydennte eine Signifikanz nicht
fur alle ISRegimes nachgewiesen werdéWeiterhin war bei immunsupprimierten sowie
toleranten Patientinnen eine signifikante Erhéhung Beschopfungsmarker®D1 auffallig,
welche in einer Analyse der 4Subgruppen nicht fir jede 4&ohorte Signifikanz erreichte.
Dariber hinaus konnte in unstimulierten MAZEllen immunsupprimierter und toleranter
Patientinnen eine signifikant erhéhte ex vivo Expression von GrB nachgewiesemweslithe

ebenfalls nicht bei allen tSubgruppen Signifikanz erreichte.
6.4 Funktionelle MAIT Zell Beeintrachtigung nach Lebertransplantation

Zur Analyse der funktionellen Beeintrachtigung von MAIT Zellen lebertransplantierter
Patientinnerwurden PBMCsanalog zu 5.Init Zytokinen oderE.coli undaCD28 stimuliertund

die durchflusszytometrisch gemessene Produktion verschiedener Effektormatakigener
altersgematchten gesunden Referenzpopulation (GS) statistisch verg(ihbiddung 7)
Unabhangig von der Art der Stimulatiareigte sich hierbekeine signifikant verminderte
Expression von TNRJ und IFNb bei immunsupprimierten Patientinnenin einer
Subgruppenanalyse abhéngig von der verwendeten IS waren Unterschiede nur in wenigen Fallen
signifikant. Bei toleranten Patientinnen waausschliel3lichdie IFNo Produktion nach
antigenspezifischer Stimulatiosignifikant vermindert. Weiterhin zeigte sic eine reduzierte
Expression des béi. coli Stimulation nachweisbaren Degranulationsmarkers CD107a in der IS
Gruppe, welche nach Subgruppenanalyse nicht in allen Untergruppen signifikant Danistzer
hinaus konnte eine signifikante Erhéhung der GrB Eggion immunsupprimierter Patientinnen
nachE. coli Stimulation festgestellt werden, welche nicht fur alle IS Untergruigigmfikanz
erreichte Daten nicht gezeigt. Vergleicl@attler, Thiel et al(50)).
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vivo Granzyme B Exgession (D) von MAIT Zellen gesunder Spenderinnen (GS, n=20), immunsupprimierter (IS, n=58

toleranter (tol, n=78) Patientinnen.

Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM. Punktdiagramme zeigen einzelne Messwerte sowie Mittelwerte

Statistiche Vergleiche beziehen sich jeweils auf die Referenzpopulation (GS). Nach Sattler, TH&0Et al.
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Abbildung 7: Exemplarische Darstellung der Effektormolekilexpression von MAIT Zellen gesunder Spenderinnen (GS,
im Vergleich zu immunsupprimierten (IS, n=58) und toleranten (tol, n8J Patientinnen nach inflammatorischem Stimul
durch Zytokine (A) oder antigespezifischer Stimulation mit E. coli (B).

Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM. Punktdiagramme zeigen einzelne Messwerte sowie Mittelwerte
Statistische Vergleiche beziehen sich jeweils auf die Referenzpopulation (GS). Nach Sattltrall (B€l). |



6.5 Verminderte MAIT Zell Polyfunktionalitdt unter Immunsuppression

AulRRerdem erfolgte ein@ewertung der Beeintrachtigungon MAIT Zell Funktionalitat bei
lebertransplantierten Patientinndnrch eineAnalyse der gleichzeitigen Produktion multipler
Effektormoleklle mithilfe von Boolean GatingUnterschieden werden dabei Zellen, welche
keines (0), eines (1) oder gleichzeitig mehrere Molekile(2, 3 oder 4)produzieren.Nach
Zytokinstimulation erfasste Marker InialteteriTNFU, IFNo und GrB. NachE. coli Stimulation
gemessene Molekile waren TNFIFNo, GrB sowie CD107a.lm Vergleich zu einer
altersgematchten gesunden Kontrollgruppe eeigith hier nach Zytokinstimulation eine
Reduktiontripel- und doppelpositivezellensowohlunter verschiedenen s auclbei toleranten
PatientinnenNach antigenspezifischer Stimulatimaren die Frequenzen quadrupéiipel und

doppelpositiver MAIT Zellen leb&ansplantierter Patientinnen reduziert.

A Zytokine

w/o IS

. l Anzahl Zytoklne

B Coli

ohne IS

Anzahl

Effektormolekiile
& 4
@ s
2
a 1
@3 o

Abbildung 8: Polyfunktionalitdtsanalyse von MAIT Zellen gesunder Spendewm (GS, n=20), immunsupprimierten ui

toleranten (tol, n=7#8) Patientinnen nach inflammatorischem Stimulus durch Zytokine (A) oder antigenspezifis
Stimulation mit e. coli und aCD28 (B).

In A analysierte Mol ekg¢l e b eliStnukation veurde viziteihin CD167h berlicksictitigt
Kreisdiagramme zeigen Mittelwerte. Nach Sattler, Thiel 58l
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6.6 Normalisierungstendenzen vorMAIT Zell Phanotyp und Funktionen nach Weaning

Zur Untersuchung von Veranderungen des MAIT Zell Phanotyps und der MAIT Zell
Funktionalitat naclkerfolgreichemWeaning wurden PBMCs von drei Patientinnen vor usél 4
Monate nachvollstandigemAbsetzen der IS Medikation durchflusszytometrisch untersuicht.
erfolgreich geweanten Patientinnen zeigte sich eduzierte Expressiaer Aktivierungsmarker

CD38 und HLADR sowie deex vivoGrB Produktion. Aul3erdem war ein deutlicher Anstieg von
PD1 sowie eine leichte Erhohung der CD69 Expression nachweisbar. Funktionell zeigte sich
unabhangig von der Stimulationsart eine gesteigerte Produktion vadindAFNb. NachE. 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 Zyteks) ode!
Coli Stimulation(C)

Gezeigt sind zwéieziehungsweise dneihrend der Studie geweante Patientinnen vor (IS) éditdnate nach abgeschlossel
Weaning (tol) bei stabiler Transplantatfunktion. Zusammengehdrige Werte sind im Punktdiagramm mit Linien verbun
Satter, 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 Patientinnentermit LTx vergleichbaer immunsuppressiver Medikation
isoliert und durchflusszytometrisch untersucht. Dabei zeigte isicWergleich zu gesunden
Spenderinnerine signifikante Reduktion peripherer MAIT Zellen, welche ebenfalls vermehrt die
Aktivierungsmarker CD69 sowie CD38 undLA-DR exprimierten. Weiterhin war eine
signifikante Erniedrigung von-Helfer Zellen sowie eine signifikante Erh6hung zytotoxischer T

Zellen auffallig.NK Zell Frequenzen blieben unverandert.
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Abbildung 10: Exemplarische Darstellung von Zelrequenzen (A) sowieMAIT Zell Expression verschieden
Aktivierungsmarker (B) immunsupprimierter nierentransplantierter Patientinnen (NTxn=23) im Vergleich zu gesunde
Spenderinnen (GS, n Q.

Punktdiagramme zeigen einzelne Messwerte sowie Mittelwerte und SEM. Statissgleiche beziehen sich jeweils au
Referenzpopulation (GS). Nach Sattler, Thiel ef5).
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7 Diskussion

In der vorliegenden Arbegollte die Wirkung va LT, IS und deren Weaninguf MAIT Zellen
differenziell untersucht werdemsbesondere/ar dabeivon Interesse, inwieweit gangige thdix
verwendeten Immunsuppressiva MAIT Zell Funkganund Phanotypn vitro und ex vivo
beeinflussen. AuRerdem sollteugert werden, ob bereits die LTx selbst MAIT Zell Phanotyp und
Funktionalitat beeinflusst. Dartber hinaus sollten MAIT Zell Veranderungen durch Weaning

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

In den durchflusszytometrischen Messungen wiae signifikante Reduktion deMAIT Zell
Frequenzenin lebertransplantiertern Patientinnen im Vergleich zu gesunden Spenderinnen
auffallig. Diese zeigte sichbei allen transplantierten Probandinnemnabh&ngig vonder
GrunderkrankungDaten nicht gezeigtdem jeweiligen IS Regimeder der Starke der IS (vgl.
Sattler, Thiel et al(50)). Auch nach Weaning unidei toleranten Spenderinnen blieben MAIT
Zellen signifikant erniedrigt Weiterhin konnteeine Reduktion voperiphererMAIT Zellen nach
Transplantationauch bei nierentransplantierte Spenderinnennachgewiesen werderEine
Erniedrigung deMAIT Zell Frequenzenm Blut als Reaktion aufinterschiedlich&rkrankungn

ist in der Literatur vielfach beschriebeDies wurde sowohl fur Erkrankungen, in denen eine
protektive Rolle, als auch fur Erkrankungém,denenein pathologischer Einfluss von MAIT
Zellen angenommen wirdezeigzusammegefasst in51)). Auchfir Leber (zusmmengefasst

in (3)) und teminale Niereninsuffiziensowie naciNTx (52) konnteein peripherer MAITZell-
Verlustfestgestellt werderin einerStudiewiesenXue et al.nach dass diesdbei Patientinnen

mit chronischer HepB Infektioabh&ngig vin Schwergradder Leberinsuffizienz war und sich

mit Verbesserung der Leberfunktideilweise erholte (53). In der vorliegenderArbeit wurde
zusatzlichgezeigt dasssich MAIT Zell Populationemach LTxanalog zuPatienten naciNTx

(52) nicht erholenAuch nach Weaning der IS blieben MAIT Zell Frequenzen niedrig, sedass
einem grunderkrankungsund weniger I1Sedingten MAITFZell-Verlust auszugeherst. Als
Pathomechanismus fur den Verlust peripherer MAIT Zellen werden in der Literatur verschiedene
Ursachen diskutiertEine Hypothese ist die Migration von MAIT Zellen aus dem Blut in

entziindete Organe. So kormtdei Patientinnen mit fortgeschrittenereberzirrhose in
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Aszitespunktaten erhohterequenzerfunktionaler MAIT Zellennachgewiesen werdedie bei
Patientinnen mitLeberzirrhose undpontan bakterieller Peritonitis zusatzlich Uberproportional
erhoht waren.Im peripheren Bluthingegen zeigten sich die MAIT Zellenbei beiden
Patientengruppererniedrigt und funktionell eingeschrank{54). Die Expression dedei
Inflammation fur die Leber spezftinen Zielrezeptos CXCR3 war in den fir diese Arbeit
durchgefuhrten Experimenten jeddm#i MAIT Zellennicht erhéh{Daten nicht gezeigtpeshalb
ist vonkeiner verstarkten Migration in die Leber auszugeN#eiterhingeltenMAIT Zellen als
anfallig fur aktivierungsinduzierte Apoptogaisammengefasst (8)). In der vorliegenden Arbeit
war die aktivierte Caspase 3 (aC3ppn MAIT Zellen jedoch nicht erhdht, sodass dieser
Mechanisnus nicht bestéatigt werden konnféergleicheSattler, Thiel et al(50)). Eine weitere
Ursache fir erniedrigte MAIT Zell Frequenzen kénnte neben einem grunderkrankungsbedingten
MAIT Zell Verlust deren geringes Regenerationspotential. $éimveise hierflr singinerseits
die geringe Expression vdfi6 7 (zusammengefasst {8)). Andererseitkonntentber derstark
exprimierten MDR1hinausgehend8tammzelleigenschaften wie eine grof3e Telomerlange oder
verstarkte Telomeraseaktivitaei MAIT Zellen nichtnachgewiesen werde®5). Eine IS scheint
sich ebenfalls auf das Regenerationspotential von MAIT Zellen auszuwikkah in vitro
Inkubation von MAIT Zellen gesunder Spenderinnen mit MPA, Tac oder Pred zdigts=eine
beeintrachtigte Proliferation, woba&benfalls keine vermehrte Apoptose festgestellt werden
konnte (13). Auch in anderen Kontexteist eine ausbleibende Erholung von MAIT Zell
Populationen nach erfolgreicher Therapie dokumentigisammegefasst in (3)). Im
Transplantationskontext sind MAIT  Zellen diesbdiglich nur nach allogener
Stammzelltransplantation untersushbrden Konuma et al. berichteten, dass sich MAIT Zell
Frequenzen nach allogenBiabelschnurbluttransplantatidmei chronischer Graft versus Host
Diseaseerst nachungefahr10 Jahren vollstandig erhieh (56). Eine Rekonstitution von
peripherenMAIT Zell Frequenzen inallogen stammzelltransplantierten Patientinnen konnte
jedoch positiv mit einer hohen Dashlikrobiomdiversitdt sowie hohen Zahlen von
Bifidobacterium longunsowieBlautia Speziesm Darmkorreliert werdern(zusammen gefasst
(57)). In vitro konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine Exposition von MAIT Zellef. coli
eineMR1-abhangig Proliferation induzier(58). Insgesamt weisen diese Beobachtungen darauf
hin, dass ein intaktes und diverses Dawiilkrobiom zu einer Proliferation von MAIT Zellen
beitragt.Auch bei fortgeschrittenen Leberkrankungen undachLTx wird von einer Dysbiose
ausgegangen(zusammengefasst in(59)), welche eine Regeneration desMAIT Zell
Kompartimentsnegativ beeinflussen konntthsgesamtkonntendie Beobachtunen in dieser
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Arbeit somit auf einen MAIT Zell Verlust im Rahmen der Grunderkrankundehten welcher

schon vor LTx manifest wabie Rekonstitution verminderter MAIT Zell Populationen koénnte
zusatzlich durch eine haufig nach LTx vorhandene Dystsosge durch 1ISgehemmt werden.

Auch in anderen Eell Untergruppen waren Veranderungen der Populationszahlen nachwyeisbar
welche berei publizierten Daten zu CD4 CD8 (60) und regulatorischen T Zellen
(zusammegefasst i61)) bestatigeninteressanterweise blieben die FrequenzerCD3CD56

NK Zellen jedochunbeeintrachtigtDies deckt sich mit den Ergebnissen von Dugast et al., die
nachNTx von unveranderteperipherenNK-Zell Frequenzen berichtetg62). 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

Derin dieser Arbeit beobachtel®AIT Zell Phanotypkdnnteebenfalldurch eine LTxassoziierte
Dysbiose erklart werdemMAIT Zellen exprimierten eineraktivierten, funktionell erschopén
PhanotypwobeiGrB, CD69, HLADR, CD38 und PDzignifikant erh6htvaren.Nach Weaning

und in tol Patientinnen zeigten die oben genannten Werte, abgesehen von PD1,
Normalisierungstendenzefsiehe Abbildungen 6 und 9)Einen vergleichbarerPhanotyp
periphereMAIT Zell bescheiben Li et al. bePatientinnen mit alkoholischer Haitis. Auch hier
warenCD69, CD38 HLA-DR, GrB und PD1 signifikant erhéht In follow-up Untersuchungen
nach 6 und 12 Monaten zeigs&ch ein normalisierter Phanotygei abstinenten Patientinnen,
wobei initial beobachteterniedrigte MAIT ZellFrequenzemicht vollstandig normalisiert waren
(64). Ein aktivierter funktionell erschopftePhéanotypperiphere MAIT Zellen wurde ebenfalls

bei chronischer Hepatitis Bifektion detektiert(65). Nach Untersuchungen peripherer MAIT
Zellen von Paentlnnen mit alkoholischer Hepatitisowie athyltoxischer Leberzirrhose
postulieten Riva et al, dass die oben beschriebenen Veranderubgeiiglich deichronischa

MAIT Zell Aktivierung durch Translokation von Darmbakterien ins Blut aufgrund ebeer
Lebererkrankungen gestorten Barrierefunktion des DarmsuUedtst Dies fihre initial zu
Hyperaktivierung und reaktiver Anergie von MAIT Zellen sowie final zu einer DepleiEser

In ihrer Studie zeigten die Autoren, ddss lebererkrankte Patientnnen im Blut erh6ht&Verte

eines Surrogatmarkeff$ir die Translokation von Darmbakterien ins BI(ID-Laktat) messbar
waren. Periphere MAIT Zellen waren ebenfalls depletiert, aktiviert und anerg. Eine in vitro

Exposition von PBMCs mit Antigekxtrakten vonStuhlproben erkrankter Patientinnen, nicht
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jedoch von StuhlprobebBxtrakten gesunder Patientinnen, induzierte MZHI spezifisch
vergleichbare phanotypische Veranderun(#8). Zusammenfassendeisen die Egebnisseler
vorliegendenArbeit darauf hin, dass sicMAIT Zellen lebertransplantierter Patientinnen
phanotypischerst nach Weaning der I§esunden Individuen angleichelBine Dysbiose und
gestorte Darmbarrierefunktiddnnten den Phanotyp ebenfalls bef@iissen und miturséchlich far
die auch nach Weaning erhohte PD1 Expression sein

7.3 Unterschiedliche Beeintrachtigung von MAIT Zell Funktionen

In dieser Arbeit konnten die Ergebnisse \Fsrgussoret al.,wonachMAIT Zellen trotz hoher
MDR1 Expression nicht resistent gegenuber IS §ir8), bestatigt und erweitert werden. vitro
zeigte sich nach Zytokinstimulation lediglicmter Vorinkubation mit Pred eine signifikante
Funktionseinschrankung von MAIT Zellen, wahrend diese nach antigenspezifischer Stimulation
auch bei Inkubation mit Calcineurininhibitoren bestaBieser Unterschied kann duratie
verschiedene pharmakologische Wirkmechanismen der jeweiligen IS erklart werden.
Antigenspezifische Stimulation von MAIT Zellen erfolgauptsachlichTCR-abhangig, wobei
Calcineurinwesentlicher Bestandteder Aktivierungskaskade ist und diese entsprechend von
Calcineurininhibitoren unterbundesird (67). Auch Glucocorticoide hemmen TC&bhangige
Signalwege in 3Zellen,beispielsweise tber Inhibition des Aktivator Protefzdsammengefasst

in (68)). Eine teilweise erhaltene Zytolproduktionvon MAIT Zellen unter ISkdnnte damit
erklart werden, dass MAIT Zellen nadh coli Stimulation auch MR:Linabhangig aktiviert
werden konnen, wie in MRBlockade Experimenten gezeigt wur@ergleiche Sdlker, Thiel et

al. (50)). Diese TCRunabhéangigeAktivierung erfolgt durch Koexpressioanderer Zytoking
beispielsweis&on IL12 undIL 18 (69). Die unter anderem NdB-vermittelte Zytokinexpression
nach Zytokinstimulation konnte in vitro nur durch Pred gehemmt werden, welches die
TranslokationjenesTranskriptionsfaktors in den Zellkern hem(@usammengefasst {84)). Ex

vivo waren sowohl Zytokinproduktion als auch Polyfunktionalitdt unabh&ngig von der jeweiligen
IS reduziert(Verweis auf Abb.) Neben der direkten Wirkung der IS konrtieer der oben
beschriebene anerge Phanotypachlich seinDafir spricht, dassuzh in tol Patientinnerdie
Zytokinproduktion supprimierund derErschopfungsmarkePD1 weiterhin erhdhtvaren In
longitudinaler  Betrachtung konnte nach Absetzen der IS eine verbesserte
Effektormolekllproduktionbeobachtet werdenwdche mit abnehmenderFrequenzen von
aktivierten HLA-DR/CD38 MAIT Zellen, aber weiterhin erhéhte Anteilen PD1" Zellen
koinzidiere. Deshalb istzusatzlichvon einem direkten Einfluss der IS auf die MAIT Zell
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Zytokinproduktion auszugehenAul3erdem konnte der weiterhin bestehendéunktionell
erschopftdPhanotyp erklaren, warum die Zytokinproduktion von MAIT Zellen in tol Patientinnen
nicht das Niveau von MAI'Zellen gesunder Spenderinnen erreichiteeressanterweise blieb das
zytotoxische Potential von MAIT Zellen, welches Uber die Messung vonn@cB Stimulation
erfasst wurde, vorder IS weitestgehendunbeeintrachtigt. Lediglichni vitro nach E. coli
Stimulaion zeigte sich eine signifikante Suppression nach Vorinkubation mit Pred, welche ex vivo
nicht beobachtbar wgwergleicheSattler, Thiel et al(50)). Im Gegeasatz dazu zeigte sich die
Degranulation von MAIT Zellen, hier untersucht Giber denrBeglationsmarker CD107a, ex vivo
unabhéngig von der jeweiligen IS beeintrachtigt und erholte sich leicht nach Absetzen der IS.
Somit konnte erstmals eine Beeintrachtigung der zytotoxischen Aktivitat von MAIT Zellen durch
IS gezeigt werden, welche berditsi CD8 T-Zellen nach in vitro Vorinkubation mRredoder

Tac bekannt is{(70). Insgesamt konntsomit eine reduzierte MAIT Zell Funktipsowohl nach
TCR-abhéngiger als auch TGhabhangiger Stimulation, nach Lebertransplantation demonstriert

werden.
7.4 Klinische Implikationen beeintrachtigter MAIT Zell Biologie

Die Folgeneiner gestdrten MAIT Zell Biologitiir denmenschliche®rganismus sithtnoch wenig
untersucht und Gegenstand aktueller Forschingesichts deinteraktionvon MAIT Zellenmit
multiplen im Kontext einer LTxrelevantenErregernist es wahrscheinlich, dass eibeepletion
dieser Populatiomur erhdhten Infektanfalligkeliebertransplantierter Patientinnbeitragt Daftr
splicht, dass in nierentransplantierte Patientinnen mitchronischenHarnwegsinfektionen
funktionell beeintrachtigte MAIT Zellen nachweisbar wa(éh). AuRerdemwurde eine erhdhte
Anfalligkeit fur pulmonde Tuberkulosmfektionen im Kontext einer Immunkompromittierung
durch das Humane Immundefiziewrus (HIV) (72) sowie schwerere Krankheitsverlaufe von
Pseudomoas aeruginosa Infektionen bei Mukoviszidose Patientlifd@mit einem Mangel an
MAIT Zellen assoziiert Eine Hauptursache des eingeschréankten Langzeitiberlebens
lebertransplantierter ~ Patientinnen sind die chronische  Absto3ungsreaktion sowie
inflammatorische Prozesse derLeber, welche im Verlauf auftreten kénnémusammengefasst

in (74)). Insofern kdnnten eine Reduktion und Funktionseinschrankung von MAIT Zellen auch
positive Effekte haben, da diese bei chronischem Leberschaden proinflammatorische und
profibrotische Eigenschaften aufweis@7) und somit den Funktionsverlust eines Transplantats
beschleunigen kdnntenZur Beantwortung der Frage, inwieweit sich eine MAIT Zell

Beeintrachtigungeffektiv auf Infektanfalligkeit und Transplantatiiberlebasch LTxauswirkt,
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sindperspektivschweitere Studien vonnétekin weiterer Ansatzpunktir zuktnftige Forschung
waren prospektivéIntersuchungeru Auswirkungen einebysbiose Therapiauf MAIT Zellen

und Infektanfalligkeilebertransplantierter Spenderinnen.
7.5 Potential von MAIT Zellen als Biomarker fur Toleranz

In der vorliegenden Arbeit waren MAIT Zellen lebertransplantierter Patientldepietiertund
funktionell beeintrachtigt. Dabei zeigten sich ahnliche Expressionsmuster in immunsupprimierten
und tol Patientinnenwobei nach Weang ein weiterer Anstieg von PD%owie eine
Normalisierungstendenz verschiedener Aktivierungsmaakifiéllig waren Insgesamiergeben
sich aus diesen Beobachtungen lediglich Anhaltspunkgechtlichfiir eineToleranzentwicklung
pradiktive MAIT Zell Attribute, welche in weiteren Studien untersucht werden solsrkonnte
jedochan anderer Stellgezeigt werden, dassne starkeMAIT Zell Depletionbei Patientinnen
mit HepB-assoziiertem LeberversagBnadiktor fir ein schlechteres Gesamtiberleben(B&)r

Im Kontext einer autologer Stammzelltransplantatiaurde aul3erdem festgestellt, dass hohe
MAIT Zell Frequenzen vor Therapiebeginn mit signifikant niedrigeren CRP Wekteuer
andauernden Fiebersymptomsowie verkirzterantibiotischer Therapie nach Transplantation
assoziiert warer{75). Longitudinale Analysen von MAIT Zell Frequenzen vor und nach LTx
sowie im weiteren Verlauf kdnnten zeigen, inwieweit diese Erkenntaigsgas hier untersutsh

SettingUbertragbar sind.
7.6 Limitationen der Studie

Bezlglich der Aussagekrattieser Arbeit ergeben sich verschiedene Limitationen. Zunachst
erfolgten keine Stimulationen isolierter MAIT Zellen, sondern komplettenPBMCs, sodass
eine indirekte Beeinflussung der MAIT Zell Aktivierung durch Auswirkungen der IS auf andere
Zellen nicht aususchliel3en istVeiterhinerfolgte die Klassifikation voRatientinnerals tolerant

auf Basis der Kriterien operationaler Tolerankelche durch Klinik und laborchemische
Parameter festgelegtius medizinisctethischen Grindeedochnur teilweisebioptisch bestatigt
wurde AngesichtsgeringerSensitivitat und Spezifitat der durchgefuhrtehorchemischen und
klinischen Untersuchungehinsichtlich der Detektion einer chronischen Abstof3ungsreaktion
(zusammengefasst {87)) kann ein Vorliegen dieser nicht definitiv ausgeschlossen wekien.
weiterer Nachteil fehlender Leberbiopsien ist, dassschlie3lictMAIT Zellen im Blutanalysiert
werden konnte. Daten von Huang et al. deuten jedoch daraufhin, dass Ergebnisse hinsichtlich der
hier durchgefuhrten quantitativen und qualitativen MAIT Zell Untersuchungen grof3tenteils auf in

der Leber residente MAIT Zellen Ubertragen werden kon(&5). Ferrer sollte beider
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Interpretation der Daten bericksichtigt werdelass die hier gewéhlte Referenzpopulation
beziglich des Alters, nicht jedoch hinsichtlich der Geschlechterverteilung mit den untersuchten
Patientengruppen Ubereinstimmeiese Diskrepanz kan jedoch teilweise vernachlassigt
werden, da das Geschlecht im Gegensatz zum Lebensalter keine Auswirkungen auf MAIT Zell
Frequenzen hdg76). Schlielilich ist anzumerken, dassdieser Arbeidurchgefiihrte statistische
Analysen aufgrund damiedrigenZahl untersuchter Probandinnemgeschrankaussagekratftig

sind. Die abgebildeten Unterschiede zeigen zwar deutliche Trends, formal sollten diese jedoch in

Untersuchungen mit groReren Fallzahlen lggtéverden.
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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.
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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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