Aus der Kilinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergologie der
Medizinischen Fakultat Charité — Universitadtsmedizin Berlin
und dem
Deutschen Rheuma-Forschungszentrum

DISSERTATION

Funktionelle Korrelate follikularer T-Helferzellen in der Lunge von
Sarkoidose-Patienten und in einem murinen Atemwegs-
Inflammationsmodell

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Lisa Jasmin Miller

aus Greven

Datum der Promotion: 03.12.2021



Meinen Eltern und Geschwistern



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INNAIESVEIZEICRNIS ...ttt et e e st esbe e e st e e s be e e sab e e sbeesaneeesareeenanes i
FAN o] 8 U oY== o USSP iv
Abbildungs- und TabellenNVerzeiChNis. ..o e e s saaeeeeas vi
FAY o1 1 =T TP P TP S TPPTOPRTOPRRRPSRRPION vii
AV LY 00T 0 =T o = YU LoV RN viii
1 =Y U o =SSR 1
11 TFH-Zellen und die Keimzentrumsreaktion..........ccoceeiieeriiiiniiiiee e 2
1.2 T- und B-Zell-Kooperation in chronisch entziindetem Gewebe.........ccccovveeeviiiiiicciiee e, 5
13 SATKOIAOSE ..ottt ettt et e s e et e e s bt e e s ab e e sabe e s be e e s be e e bt e e sabeesbeeesabeesnneean 6
1.4 Stand der Wissenschaft und Zielsetzung dieser Arbeit..........cccccoveeeeeiieeeecciee e 8
2 Material Und MeEthOEN ......couiiiie ettt st sttt ettt be e st st eeeens 9
2.1 Geradte Und SOftWarEPrOBramMIME ........uueiiieiiee ettt eetee e e e ebre e e e bae e e e e bee e e eeabeee e e nres 9
2.2 Tierexperimentelle MEethOdEN .........uviiiiciiiiece e e e e saaee s 9
2.2.1 ILAUSE .. e e e e e e e e e e e e e e 9
2.2.2 Fi¥e FoT o A A =T gl I - 1 =Y PP 10
2.2.3 IMMUNISIENUNE AEI TIBIE weveeeiiie ettt e e ettt e e e e e e ecrre e e e e e e e e abree e e e e e s eesnnreaneeeeeeennns 10
224 [COS-L BIOCKAAE ... ..eeueeeteeteeite ettt sttt ettt e sbe e st e st s b e b e 10
2.3 Zellbiologische METNOUEN ........ooiceiiieeeee e e e e e bee e e e are e e e eareeas 11
2.3.1 1SOlErung MUIINEN ZEHEN ...oviiiieee et e e e e e sbae e e e eaees 11
2.3.2 WA 1721 o (U] o= PSP 12
2.4 DUFCHIUSSZYTOMELIIE ...ttt e e ee e e bee e e e eaba e e e e araee e eeaneeas 12
2.4.1 Darstellung von Zelloberflachenproteinen..........ccoocueeeieciiee e 13
2.4.2 Darstellung von zytoplasmatischen Molekllen ..........ccovvveeeiiiicciiiie e, 14
2.4.3 Darstellung von intranukledren MolekUlen...........coocvveeiiiiiie e 14
2.4.4 Analyse der durchflusszytometrischen Daten.........ccccoecieiiiciiei e, 15
2.5 F 4] o] o A 1= (] o= PP 15
2.5.1 Magnetische Zellsortierung (MACS) ......coc ittt e e e e eere e e e eanes 15
2.5.2 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS).......coooocuieeeeiiiee et 16
2.6 Enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA)........c.ueeiicieeieciieee et e 16
2.7 Bronchoalveoldre Lavage (BAL) ......c.veeeiciieeeeciiee ettt eetee e svee e e evae e s ete e e e e eatae e e e nrneas 18
2.8 ) = L R 1ol g TSI o =T 2] T 19



Inhaltsverzeichnis

2.9 EENIKVOTUM o e et e e s st e e s sbae e e s sbteeeesbeeeessanes 19
B 3 =0T o T 01 YU PRPURN 20
3.1 Charakterisierung von TFH-Zellen in murinem Lungengewebe..........cccceeecvieeeeicieeecccinenenn. 20
3.11 Mausmodell zur Untersuchung antigenspezifischer T- und B-Zellen im Lymphknoten
und entzindeten LUNZENEGEWEDE .....uviiiiiiee ettt e s s e e s s beee e e sanes 20
3.1.2 Effektor-T-Zellen im Lungengewebe und den Atemwegen exprimieren keine
KIasSiSCheN TFH-ZEI-IMArKEr .......ooiuiiiiiieeiee ettt ettt et esbe e e sabe e ste e saneesabeeenes 21
3.1.3 T-Zellen mit niedriger KLF2-Expression aus der Lunge zeigen einen TFH-dhnlichen,
e I =T a Lo L=< o I ¥ T aTo 1 AV o PR 23
3.14 IL-21-produzierende T-Zellen aus Lungengewebe zeigen einen TFH-ahnlichen
[ o F o] 1Y/« USSRt 25
3.15 IL-21" T-Zellen aus Lungengewebe zeigen einen aktivierten, gewebsstindigen
[ T T o] 1Y/« PSPPIt 27
3.1.6 Hauptkomponentenanalyse bestitigt den TFH-hnlichen Phinotyp der IL-217PD-1"
LA = 1= T e [T o I Lo V= U S 28
3.1.7 TFH-dhnliche Zellen in der Lunge sind unabhangig von ICOS-Kostimulation ............... 31
3.2 Charakterisierung von Korrelaten follikularer T-Helferzellen in bronchoalveolarer Lavage
bEi SArkOIdOSE-PAtIENTEN ....viiiiiiee e e s e e s e e e s rbe e e e e abee e e s araeas 33
3.2.1 BAL T-Zellen zeigen keinen klassischen TFH-PhAnotyp........ccccccoveeeeeciieeecciiee e 34
3.2.2 In den Atemwegen findet sich eine IL-21-produzierende PD-1" T-Zell-Population ...... 36

3.2.3 T-Zellen in den Atemwegen zeigen erhohte Expression des TFH-Zell-Markers CD40L 37

3.2.4 BAL T-Zellen haben einen gewebsstandig en Phanotyp ......cccceccveeeivcieeeiccieeeeccieee e 38
3.2.5 IL-21-Produktion in BAL T-Zellen korreliert mit IL-2- und IFN-y-Produktion................. 40
3.2.6 Gedachtnis-T-Helferzellen sind in der Lage B-Zell-Hilfe zu leisten.........ccccceevvveeenneen. 42
3.2.7 PBMC von Sarkoidose-Patienten exprimieren mehr CD40L, PD-1 und CXCR3 im
Vergleich zu gesunden Probanden.............ooi it e 43
3.3 Charakterisierung von B-Zellen in bronchoalveolarer Lavage bei Sarkoidose-Patienten.....44
3.3.1 In der BAL finden sich klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen, aber keine
KeIMZENTIUMS-B-ZEIEN . eeieeei e sbte e e s sbee e e s sbaeeessbeaeessanes 45
3.3.2 BAL B-Zellen zeigen Charakteristika von chronisch-aktivierten, gewebsstandigen
B-ZEIIBN oottt ettt ettt e s bt e e st e e s bt e e aatee s baeesabeesteesbaeesabaeent 47
333 Erhohte Immunglobulin-Konzentrationen in bronchoalveoldrer Lavage von
SarkOidOSE-Pati@NTEN .....eviiiiiiee e s e ae e 49
B 1Y T 1Yo o H PP PSPPI 51
4.1 TFH-dhnliche Zellen aus murinem Lungengewebe und humaner BAL im Vergleich ............ 51
4.1.1 Fehlende Expression von Bcl-6 und CXCR5 auf T-Zellen im entziindeten
UL g Y =T o TN Y=Y o SRR 52



Inhaltsverzeichnis

4.1.2 PD-1 als TFH-Zell-Marker und potentieller therapeutischer Angriffspunkt im
eNtZUNAETEN LUNGENZEWEDE ... ..eiiii ettt et e e e rae e e et e e e s aaa e e e entaeeeennrneeean 54

4.1.3 TFH-Signaturzytokin IL-21 im entziindeten Gewebe und als potentieller

therapeutischer ANSAtZPUNKL .......c.vviiiiiiiieee e e e s b e e s e sareeas 56
414 Die Rolle von ICOS als TFH-Marker im Lungengewebe ........ccccccvvevviiiiiinciieencciieeeens 57
4.1.5 CDA40L als TFH-Zell-Marker und potentieller therapeutischer Angriffspunkt im
eNtZUNAEEN LUNGENZEWEDE ... ..eiiie ettt et e e et e e et a e e e s eaaa e e e eantaeeeennaeeenan 59
4.2 B-Zellen aus humaner BAL und murinem Lungengewebe im Vergleich ...........cccccvveennnen. 60
4.3 (70 o1 = A o] oY= o I PP U TR 62
4.4 Relevanz und PerspekiiVEN .......ceiicviiiiiciie ettt e s e e e e s sabae e e e 63
LIt EratUNVEIZEICNINTS ettt et ettt e s e e s bt e e st e e sabeesbeeesabeeesbbeesnseesabeeesareens 66
Eidesstattliche VEIrSICNEIUNG ......cooeviee ettt e e e te e e e abae e e e bee e e e eaneeas 80
LEDENSIAUT ...t sttt et b e e bt ettt e b e bt e sat e sar e e b e e b enes 81
PUBITKAtIONSHSTE ..eeitieeiiieiiie ettt ettt ettt e st e e st e e sbe e s bte e sabeeesbbeesnseesabaeesareeas 82
DANKSAGUNE ...eveeeeieieee ettt e ettt e e e sttt e e e ettt e e eebeeeesaabeeeesastaeeesaabeeeeeasbeaeeanbaaeeanaseeeeeanbaaeeenbeeeeennreeeeennrees 83



Abklrzungen

Abkiirzungen

BAL bronchoalveolare Lavage

Bcl-6  B-cell ymphoma 6; B-Zell Lymphom 6

BfR Bundesinstitut fir Risikobewertung

BSA bovines Serumalbumin

BZR B-Zell-Rezeptor

CD40L CDA40-Ligand

CED  chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Cish  cytokine-inducible SH2-containing protein; Zytokin-induzierbares SH-2-beinhaltendes Protein
CVID variables Immundefektsyndrom

CXCR CXC-Motiv-Chemokinrezeptor

DAPI  4’,6-Diamidino-2-Phenylindol

Dico Diffusionskapazitat der Lunge fiir Kohlenstoffmonoxid

DM Diabetes mellitus

DNA  deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsdure

DRFZ Deutsches Rheuma-Forschungszentrum

Dz dendritische Zelle

EAE Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

EBI European Bioinformatics Institute, Europaisches Institut fir Bioinformatik
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA enzyme-linked Immunabsorbent Assay, Enzymgekoppelter Immunabsortptionstest
ELS ectopic lymphoid structures; ektopisch lymphatische Strukturen

FACS fluorescence-activated cell sorting, Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung
FcRL4 Fc-Receptor-like 4; Fc-Rezeptor dhnliches Protein 4

FCS fetales Kalberserum

FDZ  follikuldr dendritische Zelle

FEV,  Forced expiratory volume in 1 second; Einsekundenkapazitat

FSC forward scatter

geoMFI geometric mean fluorescence intensity; geometrisches Mittel der Fluoreszenzintensitat

GFP
GP
HLA
iBALT

ICOS

ICOS-L
IFN

JAK

green fluorescent protein; grin fluoreszierendes Protein

Glykoprotein

human leukocyte antigen; humanes Leukozyten Antigen

inducible bronchus-associated lymphoid tissue, Induzierbares Bronchus-assoziiertes
lymphatisches Gewebe

inducible T cell costimulator; induzierbarer T-Zell Kostimulator

inducible T cell costimulator ligand; Ligand des induzierbarer T-Zell Kostimulator
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

interstitial lung disease; interstitielle Lungenerkrankung

intranasal

intraperitoneal

intravends

Januskinase



Abkiirzungen

KLF2

kriippel-like factor 2

LAGeSo Landesamt fiur Gesundheit und Soziales

LPS
MACS
MS
MTX
NGS
NIP
NP
PBMC
PBS
PD-1
PI3-K
PMA
PNA
PSGL-1
Pz

RA
RKI
RNA
SAP
SEB
SEM
SLAM
SLE
SLO
SM
SOCS
SPF
SSC
STAT

TFH
TGF-B
Th

Lipopolysaccharid

magnetic-activated cell separation; Magnetische Zellsortierung
Multiple Sklerose

Methotrexat

next generation sequencing

iodiertes Nitrophenol

Nitrophenol

peripheral blood mononuclear cells; mononukledre Zellen des peripheren Blutes
phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte Salzlosung
programmed cell death protein 1

Phosphoinositid-3-Kinase

Phorbol-12-myristat-13-Azetat

peanut agglutinin

P-selectin glycoprotein ligand-1, P-Selektin Glykoprotein Ligand-1
Plasmazelle

Rheumatoide Arthritis

Robert Koch-Institut

ribonucleic acid; Ribonukleinsdure

SLAM associated protein, SLAM assoziiertes Protein
Staphylokokken Enterotoxin B

standard error of mean, Standardfehler

signaling lymphocytic molecule

Systemischer Lupus Erythematodes

sekundar lymphatisches Organ

Smarta

suppressor of cytokine signalling proteins; Suppressor von Zytokin Signalproteinen
spezifisch pathogenfrei

sideward scatter

signal transducers and activators of transcription; Signalgeber und Aktivator der
Transkription

T-follicular helper cell, Follikuldre T-Helferzelle

transforming growth factor, transformierender Wachstumsfaktor-
T-Helferzelle

Thy-1.1 Thymozyten Antigen 1 Isoform 1

TMB
TNF
Treg
TZR
VC

3,3/,5,5-Tetramethylbenzidin Dihydrochlorid
Tumornekrosefaktor

regulatorische T-Zelle

T-Zell-Rezeptor

vital capacity; Vitalkapazitat



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildung 1 T- und B-Zell-Interaktion in sekundar lymphatischen Organen und im entziindeten

LCT=LT Y= o =T UPPPPRRE 4
Abbildung 2 Schematische Ubersicht Atemwegs-Inflammationsmodell ............ccccoovevvieviievenenerenne. 20
Abbildung 3 Es finden sich Keimzentrums-B-Zellen, aber keine klassischen TFH-Zellen im
eNtZUNAEtEN LUNGENEEWEDE. ..eeeiiei ettt e e et e e st ae e e ssbaeeeesbaeesenaraeeesansseaeenn 22
Abbildung 4 KLF2 T-Zellen zeigen einen TFH-ahnlichen Phanotyp.......ccccceeeciiieeciieee e, 24
Abbildung 5 TFH-Zell-Marker werden in IL-21" und IL-21" Zellen differentiell exprimiert................... 26
Abbildung 6 IL-21" T-Zellen aus der Lunge sind aktiviert und gewebsstandig .........cccceevvrrevverevverenene. 28
Abbildung 7 TFH-Zellen aus dem Lymphknoten und TFH-dhnliche Zellen aus der Lunge zeigen
AhNlIChe GEN-EXPreSSIONSIMUSTEN ....ccciciiieecciiee ettt e et e et e e e eetee e e et e e e e e eatae e e eaaaeeeensaeeeeansseeeesnnseeenan 30
Abbildung 8 TFH-dhnliche Zellen in der Lunge sind von ICOS unabhadngig ......cccccccveeeevcieeeeicieee e, 32
Abbildung 9 Analyse von CD45R0O" FoxP3™ T-Zellen aus BAL, Tonsille und PBMC........ccccovevverrerernnee. 34
Abbildung 10 BAL T-Zellen zeigen keinen klassischen TFH-Phanotyp.......cccccooeeeeiiieiccciee e, 35
Abbildung 11 PD-1" T-Zellen in den Atemwegen produzieren 1L-21 ...........ccocevereeereveerereereerereeeeeenenns 36
Abbildung 12 T-Zellen der Atemwegen zeigen eine erhdohte Expression des TFH-Zell-Marker CD40L38
Abbildung 13 BAL T-Zellen zeigen einen aktivierten, gewebsstandigen Phanotyp.......ccccccevevveeennnenn. 39
Abbildung 14 Unter den BAL T-Zellen finden sich IFN-y-IL-21-Doppelproduzenten und IL-2-IL-21-

(B Te] o] oY= oY goTe [NF.2=] o] =T WSS T 41
Abbildung 15 Gedachtnis-T-Helferzellen aus der BAL sind in der Lage B-Zell-Hilfe zu leisten............. 42
Abbildung 16 Zirkulierende T-Helferzellen von Sarkoidose Patienten exprimieren mehr CD40L, PD-1
und CXCR3 als 2eSUNAE ProbandEN ........ccuueii ittt ettt e e e etee e e e etre e e e e bae e e e ebaeeeesbeneeeennes 43
Abbildung 17 Analyse von CD19" CD20" B-Zellen aus BAL, Tonsille und PBMC...........ccccecvvevevererennnen. 45
Abbildung 18 In der BAL sind die Anteile von naiven B-Zellen und Gedachtnis-B-Zellen vergleichbar
mit der Tonsille, BAL B-Zellen zeigen aber keinen Keimzentrums-Phanotyp ........cccccceeeeciveeeccieeeeenns 46
Abbildung 19 BAL B-Zellen zeigen einen chronisch-aktivierten, gewebsstandigen Phanotyp............. 48
Abbildung 20 Erh6hte Immunglobulin-Konzentrationen in BAL von Sarkoidose-Patienten................ 50
Tabelle 1 Liste der verwendeten Gerdte und Softwareprogramme........cccceeeecveeeeeciieeeecieeeeeeiee e e 9
Tabelle 2 Liste verwendeter monoklonaler AntikOrper.....ccooveeiiciee i, 13
Tabelle 3 Liste der ELISA-Antikdrper und -Standards. .......ccocvveiiieiee i 17
Tabelle 4 Ubersicht tiber die StudieNPOPUIALION .......ccvcvivieiieeececeeeceeeeeee ettt 18

Vi



Abstract

Abstract

Follicular helper T cells (TFH), a subpopulation of helper T cells, orchestrate the differentiation
of B cells into memory B cells as well as long-lived, high-affinity, antibody-producing plasma cells
during the germinal center reaction in secondary lymphoid organs. Therefore, TFH cells are essential
for a fast and effective humoral immune reaction and their key role in the adaptive immune
response makes them an ideal target in conditions with exaggerated B cell responses like
autoimmune diseases.

Germinal center reactions do not only take place in secondary lymphoid organs but can be
observed in ectopic lymphoid structures (ELS) in inflamed tissue as well. Since the development of
ELS requires a strong stimulus they rarely occur in autoimmune diseases. However, unstructured
lymphocytic infiltrates with T, B and plasma cells are detected quite frequently in autoimmunity.
Therefore, the question arises whether T cells provide B cell help in these unstructured infiltrates
and act as follicular helper-like T cells. In recent studies, a TFH-like cell population providing B cell
help in inflamed tissues has been described.

The objective of this study was a further phenotypic characterization of TFH-like cells and their
B helper potential using flow cytometry of T cells in lung tissue in a murine airway-inflammation-
model and bronchoalveolar lavage (BAL) of sarcoidosis patients.

The data show that classical CXCR5* Bcl-6" TFH cells were neither detectable in human BAL
samples nor in murine lung tissue. However, CD4" T cells producing IL-21 and expressing high levels
of PD-1 were observed. Expression of CD40L and the ability to stimulate immunoglobulin production
in coculture with B cells demonstrated the B cell helper potential of human BAL T cells. IL-21"PD-1"
CD4" T cells from murine lung resembled classical TFH cells from the lymphnode in terms of their
transcriptional profile. In comparison to classical TFH cells, TFH-like cells in lung tissue seemed to
develop and function independently of the costimulatory molecule ICOS. Furthermore, it was shown
that TFH-like cells from the lung expressed homing receptors such as CXCR3, CCR2 and CCR5 which
are likely to facilitate the immigration into inflamed tissue.

This study indicates that IL-21-producing PD-1" helper T cells in the inflamed airway and lung
display a TFH-like phenotype and thereby broaden the spectrum of T cells with B cell helper
potential. The shared expression of PD-1, IL-21 and CD40L on classical TFH as well as TFH-like cells
makes these molecules potential targets against pro-inflammatory T cells in SLO as well as inflamed

tissues.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Follikulare T-Helferzellen stellen eine Subpopulation von T-Helferzellen dar, die im Rahmen der
Keimzentrumsreaktion die Differenzierung von B-Zellen zu Gedachtnis-B-Zellen sowie langlebigen,
hochaffinen, antikorperproduzierenden Plasmazellen in sekundar lymphatischen Organen steuert.
Somit sind TFH-Zellen unverzichtbar fur eine effektive, schnelle humorale Immunantwort und ihre
Schllsselrolle in der adaptiven Immunantwort macht sie zu einem idealen Target bei
Uberschiefenden B-Zell-immunantworten, wie beispielsweise in Autoimmunerkrankungen.

Keimzentrumsreaktionen finden nicht nur in sekundar lymphatischen Organen statt, sondern
lassen sich auch in ektopisch lymphatischen Strukturen im entziindeten Gewebe nachweisen. Da zur
Entstehung von ELS starke Stimuli bendtigt werden, finden sie sich nur selten bei
Autoimmunerkrankungen. Hier lassen sich jedoch haufig unstrukturierte lymphatische Infiltrate mit
T-, B- und Plasmazellen (PZ) nachweisen. Daraus ergibt sich die Frage, ob T-Zellen in diesen
unstrukturierten Infiltraten B-Zell-Hilfe leisten und ob sie als TFH-ahnliche Zellen agieren. In
aktuellen Studien wurden bereits TFH-dhnliche Zellpopulation im entziindeten Gewebe beschrieben.

Mit Hilfe eines Atemwegs-Inflammationsmodells in der Maus und bronchoalveoladrer Lavage
von Sarkoidose-Patienten wurden lungeninfiltrierende T-Helferzellen durchflusszytometrisch auf die
Expression von TFH-Zell-Markern und ihr B-Zell-Helfer-Potential hin untersucht.

Weder in der humanen BAL, noch im murinen Lungengewebe konnten klassische CXCR5" Bcl-6
TFH-Zellen nachgewiesen werden. Jedoch fand sich eine klar definierbare Population IL-21-
produzierender PD-1"CD4" T-Zellen. Dass diese Zellen B-Zell-Hilfe leisten kdnnen, zeigte zum einen
die Expression von CD40L, zum anderen die Induktion der Immunglobulinproduktion in Kokultur von
T-Helferzellen aus der BAL mit B-Zellen. IL-21" PD-1" CD4" T-Zellen aus Lunge und klassische
TFH-Zellen aus dem Lymphknoten im Atemwegs-Inflammationsmodell dhnelten sich auRerdem stark
in ihrem transkriptionellen Profil. Im Vergleich zu klassischen TFH-Zellen konnte gezeigt werden,
dass TFH-ahnliche Zellen in der Lunge von dem Kostimulator ICOS unabhangig zu sein scheinen. Des
Weiteren exprimierten TFH-ahnliche Zellen aus der Lunge die Migrationsmarker CXCR3, CCR2 und
CCR5, um in das entziindete Gewebe einwandern zu konnen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass IL-21-produzierende PD-1" T-Helferzellen in den
entziindeten Atemwegen einen TFH-dhnlichen Phanotyp besitzen und das Spektrum der B-Zell-
helfenden T-Zellen erweitern. Die gleichzeitige Expression von PD-1, IL-21 und CD40L auf klassischen
TFH-Zellen und TFH-dhnlichen Zellen macht diese Molekile zu idealen Targets gegen

proinflammatorische T-Zellen in SLO und entziindetem Gewebe.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Das adaptive Immunsystem zeichnet sich vornehmlich durch zwei Eigenschaften aus. Zum einen
verfligt es Uber eine nahezu unendlich groRe Zahl an Antigenrezeptoren, die den Korper vor
unbekannten oder mutierten Pathogenen schiitzen kdnnen. Zum anderen kann das adaptive
Immunsystem ein immunologisches Gedachtnis ausbilden und somit bei einem erneuten Kontakt
mit einem Krankheitserreger schnell, stark und prézise reagieren *.

Die wesentlichen Funktionen der adaptiven Immunantwort werden durch T- und
B-Lymphozyten, die einen Antigen-spezifischen Rezeptor, den T- beziehungsweise B-Zell-Rezeptor
(TZR, BZR) exprimieren, GUbernommen. Diese Rezeptoren entstehen durch zufillige somatische
Rekombination ihrer Erbinformation. Durch positive und negative Selektion im Thymus
beziehungsweise im Knochenmark uberleben nur die Zellen, die einen gut funktionierenden
Rezeptor vorweisen kénnen, aber keine Autoantigene erkennen 23,

B-Zellen durchlaufen in den sekundar Ilymphatischen Organen (SLO) wahrend der
Keimzentrumsreaktion eine weitere Verdnderung ihres Rezeptors. Wahrend dieses Prozesses
proliferieren die B-Zellen und durchlaufen den Prozess der somatischen Hypermutation, um
schliefRlich zu Gedachtnis-B-Zellen oder hochaffinen, langlebigen Plasmazellen (PZ) zu reifen, welche
ihren BZR in Form lbslicher Immunglobuline (Ig) sezernieren. Im Anschluss an die somatische
Hypermutation werden die B-Zellen selektiert, die das Antigen mit der hochsten Affinitdt binden,
gleichzeitig aber nicht autoreaktiv sind. Diese Selektion ist nur mit Hilfe der passenden T-Zelle
moglich, die das selbe Antigen wie die B-Zelle erkennt *.

Bevor die Lymphozyten auf ihr zugehoriges Antigen treffen, werden sie als naive Lymphozyten
bezeichnet, danach als Effektor- oder Gedachtnislymphozyten. Die T-Effektorzellen lassen sich in
drei wesentliche Subpopulationen teilen. Zytotoxische T-Zellen induzieren den programmierten
Zelltod in von intrazelluldaren Pathogenen befallenen oder entarteten Zellen und lassen sich anhand
der Expression von CD8 erkennen. T-Helferzellen (Th) dirigieren durch Zytokinproduktion andere
Immunzellen der angeborenen und adaptiven Abwehr und exprimieren CD4. Regulatorische T-Zellen
(Treg) schiitzen das Gewebe durch Unterbinden einer liberschieRenden Immunantwort. Analog zu
den T-Helferzellen exprimieren Treg CD4 und zusatzlich FoxP3 (Forkhead-Box-Protein P3), durch
welches sie sich identifizieren lassen *.

Durch das Zusammenspiel von T- und B-Zellen kann eine hoch spezifische, schnell reagierende

humorale und zelluldre Immunantwort gegen ein Pathogen gewahrleistet werden.



1 Einleitung

1.1 TFH-Zellen und die Keimzentrumsreaktion

T-Helferzellen lassen sich in verschiedene Subgruppen mit unterschiedlichen Aufgaben
unterteilen. Dazu zédhlen als wichtigste Vertreter: Thl, Th2, Th17, follikulare T-Helferzellen (TFH) und
regulatorische T-Zellen. Durch die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren (T-bet, GATA3,
RORyt, BCL-6 und FoxP3) und der Sekretion ihrer charakteristischen Zytokine Interferon (IFN)-y,
Interleukin (IL)-4/IL-5, IL-17, IL-21 und IL-10/transformierender Wachstumsfaktor-p (TGF-B) lassen
sie sich voneinander unterscheiden. Unabhangig davon, ob an einer Immunantwort vor allem Th1l-,
Th2- oder Th17-Zellen beteiligt sind, entstehen follikuldre T-Helferzellen, die B-Zellen bei der
Differenzierung in hochaffine, antikorperproduzierende Plasmazellen unterstitzen. TFH-Zellen
induzieren und regulieren die somatische Hypermutation, die Selektion der hochaffinen B-Zellen
und den Isotypwechsel °. Zu erkennen sind TFH-Zellen anhand der Expression der Molekiile
programmed cell death protein 1 (PD-1) und CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 5 (CXCR5) und aufgrund
ihrer Lokalisation in den B-Zell-Follikeln. Die Erstbeschreibung dieser Zellen erfolgte im Jahr 2000
von Breitfeld und Kollegen sowie Schaerli und Kollegen °’.

Ein zentraler Aspekt der adaptiven Immunantwort ist die Keimzentrumsreaktion mit der
Interaktion von T- und B-Zellen. Diese findet zeitlich und ortlich strukturiert in sekundar
lymphatischen Organen (SLO), zu denen die Milz, die Tonsillen oder die Lymphknoten zéhlen, statt.
Die SLO bestehen aus zwei Kompartimenten: Der T-Zell-Zone, in der sich die T-Zellen aufhalten, und
den B-Zell-Follikeln, auch primare Lymphfollikel genannt, in denen die B-Zellen zu finden sind. Diese
Zonen entwickeln sich aufgrund verschiedener Chemokin-Expressionsmuster. In der T-Zell-Zone
sezernieren Stromazellen und dendritische Zellen (DZ) CCL19 und CCL21 *. Die T-Zellen exprimieren
den passenden Rezeptor CCR7. Im B-Zell-Follikel wird CXCL13, der Ligand fur den Rezeptor CXCRS5,
der sich unter anderem auf B-Zellen befindet, von follikular dendritischen Zellen (FDZ) produziert 2.

DZ, die periphere Antigene aufgenommen und prozessiert haben, wandern in die T-Zell-Zone
und pradsentieren Epitope des Antigens an naive T-Helferzellen, die bei Kontakt mit dem passenden
Antigen aktiviert werden. Die T-Helferzellen differenzieren daraufhin in verschiedene Subtypen,
unter anderem beginnen einige von ihnen den Rezeptor CXCR5 zu exprimieren und in Richtung

B-Zell-Follikel zu wandern ®°

. Analog zu den DZ in der T-Zell-Zone fungieren FDZ als antigen-
prasentierende Zellen in den B-Zell-Follikeln. Erkennt eine B-Zelle das pradsentierte Antigen,
internalisiert und prozessiert sie dieses. Durch Expression des Chemokinrezeptors CCR7 wandert die
B-Zelle an die Grenze zwischen T-Zell-Zone und B-Zell-Follikel, wo sie auf die CXCR5 exprimierende
T-Helferzelle trifft. Sobald die T-Helferzelle das von den B-Zellen prasentierte Epitop erkennt, fihrt

dies zur Expression von CD40-Ligand (CD40L) und Interaktion mit CD40 auf der B-Zelle, wodurch die

B-Zelle Uberlebenssignale erhilt. Zudem beginnen die T-Zellen mit der Freisetzung des Zytokins
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IL-21, um die Differenzierung und Proliferation der B-Zellen zu steigern. Neben CD40L und CD40
kommunizieren B- und T-Zellen Gber den induzierbaren T-Zell Kostimulator (ICOS) auf T-Zellen und
dessen Liganden (ICOS-L) auf B-Zellen. Diese beiden Kommunikationswege sind auch fir die
Differenzierung der T-Helferzelle in eine follikulire T-Helferzelle von Bedeutung *. Bedingt durch die
Produktion von IL-6 durch B-Zellen und DZ sowie IL-21 durch T-Helferzellen, wird der
Transkriptionsfaktor STAT3 in Th-Zellen aktiviert, welcher wiederum den Mastertranskriptionsfaktor
B-cell lymphoma 6 (Bcl-6), dessen Expression charakteristisch fir TFH-Zellen ist, induziert '*™2. Uber
signaling lymphocytic molecule (SLAM) und SLAM associated protein (SAP) wird gleichzeitig der
Kontakt zwischen T- und B-Zelle stabilisiert. Das Zusammentreffen von T- und B-Zellen an der Grenze
zwischen T-Zell-Zone und B-Zell-Follikel fihrt zur Differenzierung von einigen B-Zellen in
extrafollikuldre Plasmablasten, die bereits in der friihen Phase der Immunantwort beginnen,
Antikorper mit einer moderaten Affinitit zu produzieren .

Zusammen mit den TFH-Zellen wandern einige B-Zellen tiefer in den B-Zell-Follikel, um
Keimzentren, auch als sekundare Lymphfollikel bezeichnet, zu bilden, die zu rund 90 % aus
Keimzentrums-B-Zellen und zu 10 % aus TFH-Zellen bestehen. Sie stellen ein hoch strukturiertes
Mikromilieu dar, in dem die Affinitatsreifung, Selektion und Proliferation der Keimzentrums-B-Zellen
stattfindet. Histologisch und funktionell kdnnen die Keimzentren in zwei Bereiche unterteilt werden:
Zuerst befinden sich die Keimzentrums-B-Zellen als Zentroblasten in der dunklen Zone, in der sie
proliferieren und die somatische Hypermutation durchlaufen. Die somatische Hypermutation dient
der Diversifizierung des BZR. Hierbei entstehen zufallige Punktmutationen in dem Gen des
Rezeptors, wodurch dieser an Affinitdt gewinnen oder verlieren kann. B-Zellen durchlaufen mehrere
Runden Zellteilung und somatischer Hypermutation, bevor sie in die helle Zone zuriickkehren, wo sie

> Nur B-Zellen mit hdchst affinen BZR erhalten

Antigene von den FDZ aufnehmen
Uberlebenssignale von TFH-Zellen wihrend der sogenannten Affinititsreifung in Form von CD40L
und IL-21 '°. Auch der Isotypwechsel der B-Zellen wird iiber die Interaktion von CD40-CD40L
koordiniert. Der Isotypwechsel ermoglicht es verschiedene Klassen von Antikérpern zu produzieren,
die sich in ihren Effektorfunktionen unterscheiden *. Durch ein noch unbekanntes Signal verlassen
die B-Zellen das Keimzentrum als langlebige, hochaffine Plasmazellen (PZ) oder als
Gedachtnis-B-Zellen *°.

TFH-Zellen sind essentiell fur eine schnelle, effektive humorale Immunantwort. Eine vermehrte
oder verminderte Anzahl beziehungsweise Funktion von TFH-Zellen ist deshalb mit verschiedenen

Erkrankungen assoziiert. Viele Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise Systemischer Lupus

Erythematodes (SLE), Priméare Bilidre Zirrhose, Autoimmunthyreoiditis, Myasthenia gravis,
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Rheumatoide Arthritis (RA) oder das Sjogren-Syndrom gehen mit einer erhéhten Frequenz an TFH-

17-22

Zellen einher . Vinuesa und Kollegen zeigten im Mausmodell, dass eine liberdurchschnittliche
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Abbildung 1 T- und B-Zell-Interaktion in sekund&r lymphatischen Organen und im entziindeten Gewebe. (1) In sekundar
lymphatischen Organen (SLO) présentieren dendritische Zellen (DZ) in der T-Zell-Zone prozessiertes Antigen an naive
T-Lymphozyten. Diese differenzieren in verschiedene Subgruppen von T-Helferzellen (Th), unter anderem follikuldre
T-Helferzellen (TFH). (2) TFH-Zellen wandern ins Keimzentrum und koordinieren somatische Hypermutation,
Affinitatsreifung und Isotypwechsel der Keimzentrums-B-Zellen. Resultat der Keimzentrumsreaktion ist die Differenzierung
von Geddchtnis-B-Zellen und Plasmazellen (PZ). (3) Auch in entziindetem Gewebe kann ektopisch lymphatisches Gewebe
(ELS) mit Keimzentren entstehen. Hier findet die Keimzentrumsreaktion analog zum Keimzentrum in SLOs statt. (4) Ist der
inflammatorische Stimulus nicht stark genug, bilden sich keine ELS sondern unstrukturierte lymphozytare Infiltrate. Auch
hier sind Keimzentrums-dhnliche B-Zellen, PZs und gewebsspezifische Gedadchtnis-B-Zellen zu finden. Wie die TFH-dhnliche
Zelle, die in diesen Infiltraten B-Zell-Hilfe leistet, identifiziert werden kann, ist momentan Gegenstand der Forschung.

Anzahl von TFH-Zellen und Keimzentren nicht nur eine Folge, sondern auch ein Ausléser von
Autoimmunitit sein kann 2. Dass unter Steroidtherapie die TFH-Zellzahl zusammen mit den
Autoantikorpertitern in SLE Patienten sinken ist ein weiterer Hinweis auf den Zusammenhang
zwischen Autoimmunitat und TFH-Zellen ?*. Verschiedene primire Immundefizienzen stehen
dagegen mit einer verminderten Anzahl und einem Funktionsverlust von TFH-Zellen in

Zusammenhang . Viele Patienten, die an einem variablen Immundefektsyndrom (CVID) leiden,
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zeigen beispielsweise eine stark dezimierte Population an TFH-Zellen. Zudem fiihren Mutationen in
TFH-Zell-relevanten Genen wie SAP, CD40L, ICOS oder STAT2 zu Krankheitsbildern wie

X-chromosomalem lymphoproliferativen Syndrom, Hyper-IgM- oder Hyper-IgE-Syndrom /.

1.2 T-und B-Zell-Kooperation in chronisch entziindetem Gewebe

Sowohl in der protektiven, als auch in der pathologischen Immunantwort kénnen T- und
B-Zellen auch auRerhalb der SLOs miteinander interagieren. In chronisch entziindetem Gewebe
finden sich haufig lymphozytire Aggregate, in welchen T-B-Zell-Kooperation stattfindet *. Diese
Infiltrate variieren in GroBe und Organisation von kleinen, lose beieinander liegenden Lymphozyten

28,29

bis hin zu organisierten ektopisch lymphatischen Strukturen (ELS) . Ektopisch lymphatische
Strukturen, auch tertiare lymphatische Organe genannt, zeigen eine Kompartimentierung analog zur
T-Zell-Zone und B-Zell-Follikeln in SLOs. AuRerdem zeichnen sie sich durch die Anwesenheit von FDZ
und hochendothelialen Venolen aus, die den T- und B-Lymphozyten den Eintritt ins Gewebe
erleichtern *°. Analog zu den SLO wird die Organisation und Struktur der ELS durch Chemokine, unter
anderem CXCL12, CXCL13, CCL19 und CCL21, gewahrleistet 3132 | einigen dieser ELS entwickeln sich
Keimzentren mit klassischen TFH-Zellen, die CXCR5, Bcl-6, PD-1 und ICOS exprimieren. Analog zu ELS
in sekundar lymphatischen Organen findet hier somatische Hypermutation, Isotypwechsel und

30,33-35

Differenzierung zu Plasmazellen statt Da ektopisch lymphatische Strukturen sich bei

ausreichend starkem inflammatorischem Reiz neu bilden und nach Abklingen der Entziindung

wieder aufldsen, bezeichnet man den Prozess der Entstehung auch als lymphoide Neogenese 2°°.

Die Zellen aus ektopisch lymphatischen Strukturen sind zudem auch in der Lage ein

. Ektopisch lymphatische Strukturen, die sich in der

immunologisches Gedachtnis auszubilden
Lunge bilden, werden auch als induzierbares Bronchus-assoziiertes lymphatisches Gewebe (iBALT)
bezeichnet und zeigen die typische Kompartimentierung in T-Zell-Zone und B-Zell-Follikel, CXCL13-
Expression und die Anwesenheit von Keimzentrums-B-Zellen *. Ektopisch lymphatische Strukturen
bilden sich bei Infektionen, Autoimmunerkrankungen, Tumorerkrankungen und

39-43

TransplantatabstofRung . Durch die Bildung von ELS als Antwort auf Infektionen kann eine

bessere Koordination der Immunantwort gewahrleistet werden und in Tumorerkrankungen, wie
kolorektalem Karzinom oder Brustkrebs, ist die Entstehung von ektopisch lymphatischen Strukturen

40,42,44

mit einer besseren Prognose assoziiert . In Autoimmunerkrankungen wie RA, MS, Sjogren-

Syndrom, SLE oder Hashimoto-Thyreoiditis konnten teilweise ebenfalls ELS nachgewiesen
werden 48
Fir die Entwicklung von ELS braucht es jedoch einen starken Stimulus, wie beispielsweise eine

Virusinfektion *. Daher ist das Auftreten von ELS in Autoimmunerkrankungen, mit Ausnahme von
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Hashimoto-Thyreoiditis, eher selten der Fall 295052 Autoimmunerkrankungen finden sich eher
unorganisierte, lymphozytire Infiltrate, ohne FDZ, klassische Bcl-6° CXCR5® TFH-Zellen oder
Keimzentren. Dennoch lassen sich Hinweise auf lokal stattfindende somatische Hypermutation und
klonal verwandte BZR in den Infiltraten finden *. Es wird vermutet, dass diese unstrukturierten
Infiltrate womoglich die Entstehung autoreaktiver Zellen fordern. Da die Anzahl der T-Zellen in den
Infiltraten nicht so stark limitiert ist wie in klassischen Keimzentren, fehlt der Selektionsreiz fur die

hochste Affinitit zum Antigen und autoreaktive B-Zellen erhalten haufiger Uberlebenssignale >*.

1.3 Sarkoidose

Sarkoidose ist eine Multisystemerkrankung, die durch die Entstehung nicht-verkdsender

>>. Die pulmonale Sarkoidose ist mit tber 90 % die h&ufigste

Granulome gekennzeichnet ist
Manifestation dieser Erkrankung, sie kann jedoch auch zahlreiche andere Organe befallen *°. Die
Bezeichnung Sarkoidose geht zurlick auf Caesar Boeck, der 1899 kutane Granulome in Sarkoidose-
Patienten histologisch untersuchte und sie als multiple, benigne Hautsarkome beschrieb *’. Die
Erstbeschreibung der Erkrankung erfolgte jedoch bereits 20 Jahre zuvor durch Jonathan

*% Die Erkrankung manifestiert sich meist zwischen dem 20. und dem 49. Lebensjahr

Hutchinson
und betrifft Frauen etwas haufiger als Manner *°. Die weltweite Inzidenz der Sarkoidose variiert
stark, mit der hochsten Erkrankungswahrscheinlichkeit in den nordeuropéischen Landern. Dies ist
vermutlich durch regionale Unterschiede in Untersuchungsmethoden, Umweltexposition und
genetischen Faktoren bedingt *°. Die Atiologie der Erkrankung ist weiterhin unklar; es wird davon
ausgegangen, dass ein bislang unbekannter Trigger in genetisch praddisponierten Personen eine
entziindliche Reaktion auslést ®°. Als Trigger werden sowohl infektidse Antigene, wie beispielsweise
Propionibacterium acnes und Mycobacterium tuberculosis, als auch Umweltantigene untersucht ®.
Da Sarkoidose besonders haufig die Lunge, Augen und Haut befallt, beschaftigt sich die Forschung
vor allen Dingen mit aerogenen Antigenen, unter anderem Insektiziden oder Schimmelpilzen ®.
AulRRerdem tritt Sarkoidose gehauft bei Beschéaftigten in der Metallverarbeitung, der Landwirtschaft,
der Feuerwehr oder bei der Arbeit mit Baustoffen auf . Da bei einer Person mit betroffenen
Familienmitgliedern die Erkrankungswahrscheinlichkeit steigt, liegt die Vermutung nahe, dass eine
genetische Komponente zur Pathogenese beitragt *°. Zudem pradisponieren die beiden humanes
Leukozyten Antigen (HLA) Klasse Il Antigene HLA-DRB1 und HLA-DQB1 fir Sarkoidose °".
Zusammengenommen ist Sarkoidose vermutlich das Endprodukt der Immunantwort auf ubiquitar
vorkommende Trigger in genetisch pradisponierten Personen.

Histologisch ist die Erkrankung durch das Vorkommen von nicht-verkdsenden Granulomen

gekennzeichnet . Granulome sind kompakte, zentral organisierte Immunzellen, die in 3hnlicher
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Form auch bei CVID und bei Morbus Crohn zu finden sind. Die initiale Entziindung ist durch die
Einwanderung von T-Helferzellen gekennzeichnet ®°. Die T-Zellen werden durch die Prasentation
eines noch unbekannten Antigens von Makrophagen aktiviert und akkumulieren. Die T-Zell-
Makrophagen-Aggregate beginnen Zytokine wie IFN-y, IL-2 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) zu
produzieren "°. Es wird angenommen, dass IFN-y und IL-2 eine wichtige Rolle in der Pathogenese
spielen, da in Patienten unter IFN-a Therapie, die zur vermehrten Ausschiittung dieser Zytokine
fihrt, gehauft Granulombildung beobachtet wird. Durch Fusion der Makrophagen als Antwort auf
die Zytokinstimulation entstehen Epitheloidzellen und mehrkernige Riesenzellen, die schlielRlich
Granulome bilden. T-Helferzellen und B-Zellen sitzen in lymphozytdren Infiltraten zwischen den
Granulomen "%, In Granulomen und Infiltraten finden sich vor allem Th1, Th17 und Tregs. In den
meisten Fallen |6sen sich die Granulome ohne weitere Konsequenzen wieder auf. Jedoch entwickelt
sich in 20 — 25 % der Fille eine Fibrose ”°.

Da viele Sarkoidose-Patienten keine Symptome zeigen, wird die Erkrankung haufig als
Zufallsbefund im Rontgen-Thorax diagnostiziert. Bei pulmonaler Sarkoidose kann es nichtsdestotrotz
zu Dyspnoe, Husten und thorakalen Schmerzen kommen. Neben der Lungenbeteiligung kann die
Erkrankung auch als Uveiits anterior am Auge oder als Erythema nodosum, Lupus pernio oder
Narbensarkoidose an der Haut auftreten. Seltener sind Gehirn, Herz, Leber, Milz oder der
Bewegungsapparat betroffen. Das Lofgren-Syndrom stellt einen hochakuten Verlauf der Sarkoidose
dar, der mit der Symptomtrias bihildre Lymphadenopathie, Erythema nodosum und Polyarthritis
einhergeht. Die Diagnose Sarkoidose kann bei typischer Klinik in Zusammenschau mit Radiologie und
Histologie, bei gleichzeitigem Fehlen einer Infektion gestellt werden. Die Lungenbeteiligung wird
anhand des Rontgen-Thorax in 4 Stadien eingeteilt: Stadium 1 bei alleiniger bihildrer
Lymphadenopathie, Stadium 2 bei bihilarer Lymphadenopathie mit retikulonoduldren Infiltraten,

> In der

Stadium 3 bei alleinigen Lungeninfiltraten und Stadium 4 bei Lungenfibrose
Lungenfunktionsuntersuchung kann Sarkoidose mit reduzierter forcierter Vitalkapazitat und
reduzierter Einsekundenkapazitat (FEV,) obstruktive und restriktive Veranderungen zeigen *°. Da die
Lunge bei anndhernd allen Sarkoidose-Patienten befallen ist, stellt die Bronchoskopie einen
einfachen Zugangsweg fir Biopsie und bronchoalveoldre Lavage (BAL) dar. Zusatzlich wird der
CD4/CD8 Quotient fir die Diagnosestellung herangezogen. Dieser Quotient stellt das Verhaltnis von
CD4" T-Helferzellen zu zytotoxischen CD8' T-Zellen in der BAL dar. Ein erhéhter CD4/CD8 Quotient
von >3,5 ist ein starkes Indiz fur eine Lungensarkoidose &0,

Ein Grofiteil der Sarkoidose-Patienten benétigt keine Therapie. Sollte jedoch eine Indikation zur

Therapie gestellt werden, beispielsweise bei extrapulmonaler Sarkoidose oder Einschrankung der

Lungenfunktion, gelten Glukokortikoide als Therapie der ersten Wahl. Die Glukokortikoidtherapie
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kann bei Kontraindikationen oder bei Fortbestehen der Symptome um zytotoxische Medikamente
wie Methotrexat (MTX) oder Azathioprin erweitert werden. Mittlerweile sind auch Anti-TNF-a-
Antikorper zur Therapie von Sarkoidose zugelassen ®. In der Halfte der Falle remittiert die

Erkrankung nach einigen Jahren, in der anderen Halfte der Falle chronifiziert sie.

1.4 Stand der Wissenschaft und Zielsetzung dieser Arbeit

TFH-Zellen nehmen seit Uber zehn Jahren einen bedeutenden Platz in der Forschung ein und
wurden bereits ausflhrlich charakterisiert. Viele Studien beschéaftigen sich mit TFH-Zellen in
sekundar lymphatischen Organen und haben unterschiedliche Molekiile identifiziert, die der
Entwicklung, der Funktion oder der Beschreibung dieser Zellen dienen. Neuere Untersuchungen
zeigen, dass diese Zellen nicht nur in SLO eine Rolle spielen, sondern auch im entziindeten Gewebe

17,54,72-74 .
S472774 Diese

in ektopisch lymphatischen Strukturen unter anderem im Synovium von RA-Patienten
Korrelate follikuldarer T-Helferzellen sind allerdings noch nicht hinreichend untersucht und zeigen
erhebliche Unterschiede im Vergleich zu klassischen TFH-Zellen. Von einem klinischen Standpunkt
aus betrachtet, bieten diese TFH-ahnlichen Zellen ein interessantes Target flir neue
Therapieansdtze, da sie fir die Entstehung von autoreaktiven Plasmazellen im Gewebe
verantwortlich sein kdnnten. So kénnten Molekiile, die bei der Migration von TFH-ahnlichen Zellen
ins entzlindete Gewebe beteiligt sind, attraktive Angriffspunkte neuer Therapien bieten.
GleichermaRen sollten kostimulatorische Rezeptoren oder Zytokine, die zur Interaktion mit B-Zellen
von Bedeutung sind, untersucht werden.

Diese Arbeit soll einen Einblick in die Kooperation zwischen T- und B-Zellen im entziindeten
Lungengewebe und den Atemwegen geben, mit besonderem Fokus auf die T-Zellen, welche bei der
B-Zell-Aktivierung und Differenzierung im Gewebe eine Rolle spielen. Diese werden im Folgenden als
TFH-dhnliche Zellen bezeichnet.

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es, lungeninfiltrierende T-Zellen zu charakterisieren und einen
Phanotyp mit B-Zell-Helfer-Potential zu definieren. Es soll ein Vergleich zwischen TFH-ahnlichen
Zellen aus der Lunge und klassischen TFH-Zellen aus lymphatischem Gewebe gezogen werden.
AuRerdem dient diese Arbeit der Beschreibung TFH-dhnlicher Zellen in den Atemwegen am Beispiel

von Sarkoidose und dem Vergleich mit TFH-dhnlichen Zellen aus der murinen Lunge.
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2.1 Gerate und Softwareprogramme

Gerit/Zubehor Software Hersteller
E;‘rrtcehsgzsszytomete“ LSR BD FACSDiva BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Aria™ Il CellSorter BD FACSDiva BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
InfluxCell Sorter BD FACSSortware BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Mikrotiterplatten-Waschgerat: Tecan Austria GmbH, Grodig/Salzburg,
96 Plate Washer™ (ELISA) Osterreich

Tecan Austria GmbH, Grodig/Salzburg,
Osterreich

Mikrotiterplatten-Lesegerat:

Tecan Spark 20M Magellan 7.1

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-

™ R: .
gentleMACS ™ Dissociator Gladbach, Deutschland

Guava Technologies, Hayword, CA,
USA

Zellzahlgerat: EasyCyte capillary

GuavaViaCount® Assay
flow cytometer

Tabelle 1 Liste der verwendeten Gerdte und Softwareprogramme. Gelistet sind die in dieser Arbeit verwendeten Gerite,
zugehorige Software, sowie Herstellerangaben.

2.2 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1 Mause

Um Antigen-spezifische T-Zellen in Experimenten mit adoptivem Transfer in vivo nachverfolgen
zu kénnen, wurden LCMV-Glykoprotein(GP)s;.g0-spezifische T-Zell-Rezeptor-transgene Smarta (SM)

Msuse 7

mit B6PL Mausen (Jackson Laboratories) gekreuzt. Dies filihrte zur Einkreuzung des
kongenen Markers CD90.1 (Thymozyten Antigen 1 Isoform 1,Thy-1.1). Kriippel-like Factor 2 (KLF2)-
Expression wurde mit Hilfe von Smarta x KLF2-GFP Reportermausen 76 analysiert.

7 wurden zur Evaluation der IL-21-Produktion

SmartaCreER™IL-21-FP635 Reportermause
verwendet. Fiir Experimente mit zusatzlichem B-Zell-Kotransfer wurden B1-8i Mause mit B-Zell-
Rezeptor knock-in fiir das Hapten Nitrophenol (NP) " mit kappa-Leichtketten knock-out Mausen ”°
und Ly-5.1 Mausen (Jackson Laboratories), die den kongenen Marker CD45.1 exprimieren, gekreuzt.
Alle Donortiere wurden fir mindestens zehn Generationen auf C57BL/6NCrl M3use riickgekreuzt
und unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen in der Tieranlage des Bundesinstituts fir
Risikobewertung (BfR) geziichtet. Als Rezipienten wurden C57BL/6NCrl Mause verwendet. Es
wurden ausschliellich weibliche Tiere im Alter von 8 bis 16 Wochen in Experimenten eingesetzt. Alle
Tierexperimente wurden in der Tierhaltungsanlage des Robert Koch-Instituts (RKI) und gemaR des

deutschen Tierschutzgesetzes mit Genehmigung der zustdndigen Regierungsbehérde (LAGeSo,

Berlin) durchgefiihrt.
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2.2.2 Adoptiver Transfer

Das adoptive Transfersystem ermoglicht es Antigen-spezifische T- und B-Zellen wahrend einer
Inflammation der Lunge und Atemwege zu analysieren. Dazu wurden 2,5 x 10° naive CD4"T-Zellen
aus den Milzen von Smarta Mausen und 1 x 10° NP-spezifische follikulire B-Zellen aus B1-8i M&usen
isoliert und mittels intravendser (i.v.) Injektion in C57BL/6 Mause transferiert. Als T-Zell-Donoren
wurden sowohl Smarta IL-21- als auch KLF2-Reportermause verwendet. Bei diesen Reportermausen
wurde entweder das Gen 1121 beziehungsweise kif2 so verdandert, dass bei der Translation die
Fluoreszenzproteine FP635 oder griin fluoreszierendes Protein (GFP) zuséatzlich zum synthetisierten
Protein gebildet werden. Diese Fluoreszenzproteine koénnen dann beispielsweise im
Durchflusszytometer mittels Laser angeregt werden und Uber die Intensitat die Expression von IL-21
und KLF2 gemessen werden.

Um die Anzahl der zu transferierenden antigenspezifischen Zellen zu berechnen, wurde in
einem ersten Schritt die Gesamtzellzahl (siehe 2.3.2) bestimmt und anschlieRend die Frequenz der
TZR-transgenen CD4" Va2-TZR* VB8-TZR* Thy-1.1" T-Zellen und der B220" CD21" CD23"

NP-spezifischen BZR* CD45.1" follikuldren B-Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert.

2.2.3 Immunisierung der Tiere

Die Immunisierung der Maduse zur Induktion der Atemwegsinflammation wurde in allen
Transferexperimenten in Injektionsnarkose durchgefiihrt. Die Narkose wurde gewichtsadaptiert
durch intraperitoneale (i.p.) Injektion von 75 mg Ketamin und 4 mg Xylazin pro kg Koérpergewicht in
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) eingeleitet.

Die Immunisierung erfolgte durch intranasale (i.n.) Applikation von 20 pg SM-NIP-Konjugat in
PBS. Hierbei handelt es sich um ein Modellantigen, bei dem SM-Peptid (LCMV GP1g;.55) zusammen
mit iodierten Nitrophenol an Maus-Serumalbumin als nicht immunogenes Trédgerprotein gekoppelt
ist °*. Das SM Peptid wird von dem T-Zell-Rezeptor der Smarta-Mause erkannt. lodiertes Nitrophenol
(NIP) wurde anstelle von NP verwendet, da es mit einer vielfach hoheren Affinitat von dem B-Zell-
Rezeptor der B1-8i-Méause erkannt wird. Als Adjuvanz dienten 5 pg Lipopolysaccharid (LPS, Sigma-
Aldrich). Die Mause wurden insgesamt vier Mal immunisiert, jeweils an Tag 0, 1, 10 und 13 nach

dem adoptivem Transfer (Tag des adoptiven Transfers wird als Tag -1 gezahlt).

2.2.4 ICOS-L Blockade

Die Experimente zur Blockade des Kostimulators ICOS-L wurden im unter 2.2.2 und 2.2.3
beschriebenen Atemwegs-Inflammationsmodell durchgefiihrt. Fir die Blockade wurde der

Antikdrper MIL-5377 # verwendet, firr die dazugehérige Kontrolle 1D10, ein Ratten-IgG2a-Isotyp .
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Von Blockadeantikdrper und Isotypkontrolle wurden sowohl 100 pg i.n. sowie die doppelte Dosis i.p.
verabreicht. Die Blockade erfolgte an den Tagen 8, 10 und 13 nach adoptivem Transfer unter
Verwendung von T-Zellen aus IL-21-Reportermdusen mit durchflusszytometrischer Analyse an Tag

14 beziehungsweise Zellsortierung Tag 15.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung muriner Zellen

2.3.1.1 Isolierung muriner Zellen aus der Lunge

Nach Betdubung der Maus mit 75 mg Ketamin und 75 mg Xylazin pro kg Korpergewicht,
Er6ffnung des Thorax und Durchtrennung der Vena cava caudalis wurde der rechte Herzventrikel mit
einer Fligelkanile punktiert. AnschlieBend wurde die Lunge vom rechten Ventrikel aus mit 10 bis
15 ml PBS perfundiert, sodass die Erythrozyten aus der Lunge gespiilt wurden und die Lunge eine
weille Farbe annahm. Die Lunge wurde mitsamt Trachea, Thymus und mediastinalem Lymphknoten
entnommen und im Anschluss unter dem Binokular mit Pinzetten von Trachea und Lymphknoten
befreit, zerzupft und mit 500 pg/ml Kollagenase D (Roche) und 33 pg/ml DNAse | (Roche) in 3 ml
RPMI 1640 + 0,5% Bovines Serumalbumin (BSA) Medium in gentleMACS C Tubes (Miltenyi)
transferiert. Unter Verwendung des GentleMACS™Dissociators mit Programm m_lung 01 01 wurde
die Lunge zerkleinert. Es folgte ein Gewebeverdau fir 30 min bei 37 °C im Schiittelwasserbad, wobei
die Kollagenase nach 25 min mit 60 pl 0,5 M Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) inhibiert wurde.
AnschlieRend schloss sich eine weitere Zerkleinerung mittels GentleMACS™ Dissociators und dem
Programm m_lung_02_01 an. Nach Zentrifugation bei 380 x g und 4 °C fiir 8 min wurde die
Zellsuspension durch ein 70 um Nylonsieb gegeben und die erhaltenen Zellen konnten gezahlt

werden (siehe 2.3.3).

2.3.1.2 Isolierung muriner Zellen aus den Lymphknoten

Nachdem die Lunge mit Trachea und mediastinalem Lymphknoten wie unter 2.3.1.1
beschrieben entnommen war, wurde der mediastinale Lymphknoten unter dem Binokular an der
Gabelung der Trachea in linken und rechten Hauptbronchus aufgesucht und mit Pinzetten vorsichtig
freigelegt, von der Trachea getrennt und von Fett und Thymus befreit. Der Lymphknoten wurde
anschlieBend mit Pinzetten zerzupft, nacheinander durch ein 70 um und ein 50 um Nylonsieb in
RPMI 1640 + 10 % fetales Kalberserum (FCS) Medium mit 24,75 pg/ml DNAse | filtriert und die

erhaltenen Zellen gezahlt (siehe 2.3.3).
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2.3.1.3 Isolierung muriner Zellen aus der Milz

Die Entnahme der Milz sowie die Aufarbeitung der Zellen aus der Milz erfolgten zur Isolation
von Zellen zum adoptiven Transfer. Zur Entnahme der Milz wurde die Maus mittels zervikaler
Dislokation getotet, die Milz am Hilus abgetrennt und von Fettgewebe befreit. Anschliefend wurde
die Milz in drei bis vier Teile geschnitten und durch ein 212 um Metallsieb filtriert. Die dadurch
erhaltene Zellsuspension wurde durch ein 70 um Nylonsieb gegeben und fiir 8 min bei 380 x g und
20 °C zentrifugiert. Damit sich die in der Milz enthaltenen Erythrozyten nicht stérend auf die
durchflusszytometrische Analyse auswirken, wurden sie durch Resuspension in 4 ml ACK-Lysepuffer
fiir 40 s lysiert und die Lyse dann durch Verdiinnung mit PBS abgestoppt. Im Anschluss wurden die
Zellen gezahlt (siehe 2.3.3), zentrifugiert und je nach weiterer Verwendung in RPMI 1640 +10 % FCS,
MACS-PBS (PBS + 0,5 % BSA) oder FACS-PBS (PBS + 0,5% BSA + 0,1% NaN;) aufgenommen.

2.3.1.4 Gewinnung von BAL

Die bronchoalveoldre Lavage wurde stets nach der Perfusion und vor Entnahme der Lunge
durchgefiihrt. Zunachst wurde die extrathorakale Trachea freiprdpariert, hierzu mussten
Speicheldriisen und Muskulatur entfernt werden. AnschlieRend wurde die Trachea mit einer
schmalen Inzision eréffnet. Durch die Inzision wurde eine Nadel, die fiir Tierfiitterung gedacht ist
und durch ihre vorne breiter werdende Spitze die Trachea nach oral gut verschlieBt, etwa 5 mm in
die Trachea eingefiihrt. Die Bronchien wurden zwei Mal mit 800 pl PBS gespllt und die erhaltene
Zellsuspension in 15 ml Zentrifugenrohrchen gesammelt. Um eine ausreichende Zellzahl fiir eine
durchflusszytometrische Analyse zu erhalten, wurden die BAL aller Tiere einer Gruppe vereinigt. Im

Anschluss wurden die Zellen gezahlt, zentrifugiert und in FACS-PBS aufgenommen.

2.3.2 Zellzihlung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde das Kapillar-Durchflusszytometer GuavaEasyCyte und die
GuavaViaCount® Assay Software verwendet. Nach Verdiinnung der Zellen in ViaCount Lésung wurde

die Anzahl der kernhaltigen, lebenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

2.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die gleichzeitige Analyse mehrerer Proteine auf
Einzelzellebene, durch das Farben bestimmter Proteine auf der Zelloberflache, intrazellular und
intranukledar mittels Fluoreszenz-gekoppelter Antikorper. Es wurden Einzelzellsuspensionen aus

Lymphknoten, Lunge, BAL, mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC), Tonsille oder Milz
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verwendet. Die mit Fluorochromen markierten Zellen wurden an einem LSR Il Fortessa (BD)

Zytometer gemaR aktuellen Leitlinien ®* analysiert.

Spezifitat Klon Spezifitat Klon
Murine Bcl-6 K112-91 CD69 H1.2F3
Antikérper | CD3 145-2C11 CD90.1 (Thy-1.1) OX-7
CD4 RM4-5; YTS 191.1 CD162 (PSGL-1) 2PH1
CD8a 53-6.7 CD275 (ICOS-L) MIL-5733
CD19 1D3; 6D5 CD278 (I1COS) MIC-2043; MIC-280
CcD21 7G6 CXCR3 CXCR3-173
CD23 B3B4 CXCR5 L138D7
CDh43 11B11 Keimzentrums-B- GL7 und PNA
Cb44 IM7.8.1 Zellen
CD45.1 A20 NP-spezifischer BZR | Ac146
CD45.2 104 PD-1 J43; 29F.1A12
CDA45R (B220) RA3-6B2 Va2-TZR B20.1
CD62L Mel-14 VB8-TZR F23.1
Humane Bcl-6 K112-91 CD275 (ICOS-L) HIL-131
Antikorper | CCR6 GO034E3 CD278 (I1COS) Fa4
CD3 HIT3a; OKT3 CXCR3 G025H7
CD4 91d6 CXCR5 1252D4
CD14 63d3 FcRL4 413D12
CD16 B73.1 FoxP3 259D
CD19 BU12, SJ25C1 IFN-y 4S.B3
CD20 LT20 IgD 1A6-2
CD21 Bu32 IL-2 MQ1-17H12
CD27 0323;M-T271 IL-4 MP4-25D2
CD38 OKT10 IL-17 BL168
CD45R0 UCHL1 IL-21 3A3-N2
CD45RA 4G11 Ki-67 Ki-67
CD69 FN50 PD-1 EH12.2H7
CD154 (CD40L) 24-31

Tabelle 2 Liste verwendeter monoklonaler Antikérper. Die Antikérper wurden entweder von BiolLegend, eBioscience oder

BD kauflich erworben oder aus Hybridomuberstdnden aufgereinigt und anschlieRend unter Verwendung von Standard-

Protokollen an Fluorochrome gekoppelt. Die Antikorper waren an Biotin, FITC, PE, PE/DazzIe594TM, PerCP, PE-Cy7, Alexa
Fluor 647, Cy5, Alexa Fluor 700, APC, APC-Cy7, Pacific Blue, Brilliant Violet 421TM, Pacific Orange, VioGreen, Brilliant Violet

650™, Brilliant Violet 711™ und Brilliant Violet 785™ gekoppelt.

2.4.1 Darstellung von Zelloberflichenproteinen

Die Einzelzellsuspensionen wurden in einer Konzentration von rund 6 x 10® Zellen/ml fur die

Farbung eingesetzt. Vor der Farbung wurden unspezifische Bindungsstellen bei murinen Zellen mit

100 pg/ml 2.4G2 (anti-CD16/32) und bei humanen Zellen mit Kiovig™ (humane Immunglobuline,

Kiovig) fir 5 min auf Eis blockiert.

Fir die Oberflaichenfarbungen wurden verschiedene

Kombinationen monoklonaler Antikorper verwendet, die entweder direkt Fluorochrom-gekoppelt

oder mit Biotin haptenisiert waren (Tabelle 2). Diese wurden fiir 20 bzw. 45 min auf Eis inkubiert.
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Biotinylierte Antikdrper wurden in einem zweiten Schritt mit PE-Cy7 konjugiertem Streptavidin
nachgewiesen (Farbung fiir 5 min auf Eis). Nachdem nicht gebundene Antikérper mit FACS-PBS und
Zentrifugation bei 400 x g und 4 °C fiir 5 min heruntergewaschen waren, wurden die Zellen in
FACS-PBS aufgenommen. Kurz vor der Messung wurde zur Farbung der toten Zellen 0,3 uM

4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI, Merck) zugegeben.
2.4.2 Darstellung von zytoplasmatischen Molekiilen

Zur Farbung zytoplasmatischer Molekiile, wie Zytokinen, wurden die Zellen zunachst fixiert und
permeabilisiert. Zur Beurteilung der Fahigkeit der Zellen zur Zytokinproduktion wurden die Zellen
vor der Fixierung stimuliert. Dazu wurden die Zellen in RPMI-complete (RPMI1640-Medium mit 10 %
FCS, Pyruvat, Penicillin, Streptomycin, B-Mercaptoethanol und nicht essentiellen Aminosduren)
resuspendiert und mit Phorbol-12-myristat-13-Azetat (PMA, Sigma-Aldrich, 10 ng/ml bei murinen
Zellen und 20 ng/ml bei humanen Zellen) und lonomycin (1 pg/ml, Sigma-Aldrich) fur 4 Stunden bei
37 °C und 5 % CO, inkubiert. Fur die letzten 3 Stunden Inkubation wurde Brefeldin A (5 pg/ml,
Sigma-Aldrich) zugesetzt, um eine Sekretion der Zytokine ins Zellmedium zu unterbinden.

Die Oberflachenproteine wurden wie in 2.4.1 beschrieben gefarbt. Tote Zellen wurden mittels
84 nM Alexa Fluor 700 Succimidylester oder 1,34 uM Pacific Orange Succimidylester (Invitrogen)
markiert. Zur Farbung von Zytokinen wurden die Zellen mit 2 %-iger Paraformaldehydl6sung fiir
20 min bei Raumtemperatur fixiert und durch Waschen in 0,5 %-igem Saponin-Puffer (Sigma-
Aldrich) permeabilisiert. Ahnlich zur der Oberflichenfirbung wurden anschlieRend unspezifische
Bindungsstellen mit einer Kombination aus 2.4G2 und 50 pg/ml Ratten Ig (Nordic) bei murinen
Zellen oder Kiovig (humane Immunglobuline) bei humanen Zellen blockiert. AnschlieBend erfolgte
die Farbung analog zur Oberflachenfarbung fiir 30 min bei Raumtemperatur. Fiir die Messung

wurden die Zellen nach anschlieBenden Waschschritten in FACS-PBS resuspendiert.

2.4.3 Darstellung von intranukleiren Molekiilen

Analog zur Farbung von zytoplasmatischen Molekilen, wurden die Zellen zur intranukledren
Farbung von Transkriptionsfaktoren zunachst fixiert und permeabilisiert. Zunachst wurden die
Oberflachenproteine wie in 2.4.1 beschrieben gefarbt, die Identifizierung der toten Zellen wurde wie
in 2.4.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Fixierung und Permeabilisierung erfolgte nach Angaben des
FoxP3 Fixierungs- und Permeabilisierungspuffersets von eBioscience. Die Blockade der
unspezifischen Bindungsstellen wurde analog zu 2.4.2 durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte die
Farbung mit Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern analog zur Oberflachenfarbung fir 30 min auf
Eis. Fur die Messung wurden die Zellen nach anschlieBenden Waschschritten in FACS-PBS

resuspendiert.
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2.4.4 Analyse der durchflusszytometrischen Daten

Zur Auswertung der durchflusszytometrisch erhaltenen Daten wurde die Auswertungssoftware
FlowJo 9.6 (Tree Star) fir Macintosh verwendet. Lebende Zellen wurden durch die Charakteristika
von forward scatter (FSC) und sideward scatter (SSC) und durch Ausschluss von DAPI- oder
Succimidyl-Ester-positiven und somit toten Zellen identifiziert. Dubletten wurden angand ihres
disproportionalen Verhaltnisses von Flache und Héhe der Scattersignale ausgeschlossen. In murinen
Experimenten wurden B220° CD8 CD4" Thy-1.1" Zellen als transgene T-Zellen definiert und CD4 CD8
CD19" CD45.2" CD45.1" Zellen als transgene B-Zellen. In humanen Experimenten wurden CD19” CD14°
CD3" CD4" CD45R0" FoxP3™ als aktivierte T-Helferzellen definiert, mit Ausnahme der Zytokin-
Farbungen, in welcher die FoxP3" Zellen nicht ausgeschlossen wurden. CD3~ CD14™ CD16 CD19"
CD20" Zellen wurden als B-Zellen definiert. Die durchflusszytometrischen Daten wurden als
Konturdiagramm oder Histogramm dargestellt; die Zahlen in den Diagrammen repradsentieren die
Frequenz der umrahmten Population in Bezug zu der Population aus der die gezeigten Daten
stammen. Zur Darstellung der murinen Daten wurden die Daten aller Tiere einer experimentellen
Gruppe konkateniert, es werden also Sequenzen des gleichen Datentyps aneinandergehangt und
kénnen dann, wie in dieser Arbeit, in einer libersichtlichen Grafik dargestellt werden. Diese Grafiken
reprasentieren somit die durchschnittlichen Werte der Gruppe. Zur Darstellung der humanen Daten
wurde jeweils eine reprasentative Probe ausgewahlt. Die Sdulendiagramme zeigen entweder die
Frequenz der Zellen, die einen bestimmten Marker oder eine Markerkombination exprimieren, oder
das geometrische Mittel der Fluoreszenzintensitit (geoMFIl). Je hoéher die Fluoreszenzintensitat,

desto mehr Molekiile wurden von einem Fluorochrom-gekoppelten Antikérper erkannt.

2.5 Zellsortierung

2.5.1 Magnetisch-aktivierte Zellsortierung (MACS)

Fiir die durchflusszytometrische Zellsortierung wurde zunachst eine magnetische
Voranreicherug vorgenommen, da eine hohere Frequenz von transgenen T-Zellen die Qualitat der
anschlieRenden fluoreszenzaktivierten Zellsortierung (FACS) verbessert. Die magnetische
Zellsortierung wurde nur an Lymphknoten-Zellen durchgefiihrt, da die Lungenzellen die
verwendeten Sdulen verstopften. Die Zellen wurden positiv selektiert: die Zielzellen, Thy-1.1"
transgene T-Zellen wurden Uber Antikorper, welche an magnetische Partikel (Beads) gebunden
waren, markiert und Uber eine magnetisierbare Saule gegeben. Somit wurden die Zielzellen in der
Saule festgehalten, wahrend die Gbrigen Zellen durch die Saule liefen. Hierzu wurden die Zellen in
8

MACS-PBS, Fc-Block und Anti-Thy-1.1-Beads (Miltenyi Biotec) mit einer Endkonzentration von 1 x 10

Zellen/ml resuspendiert und unter regelméaRigem Schwenken bei 4 °C fur 20 min inkubiert. Nach
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einem Zentrifugationsschritt, um nichtgebundene Beads zu entfernen, und Filtration durch ein
50 um Nylonsieb wurden die markierten Zellen auf die magnetisierte Saule (Miltenyi) gegeben.
Durch mehrmaliges Waschen der Saule mit MACS-PBS wurden die Thy-1.1" Zellen herausgewaschen.
Nach Entfernung der Siule vom Magneten wurde die Thy-1.1" Zellen mit MACS-PBS aus der Siule
gesplilt und in einem separaten Zentrifugenrohrchen aufgefangen. Im Anschluss wurden

Reinheitskontrollen am Durchflusszytometer durchgefihrt.

2.5.2 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS)

Um Zellpopulationen anhand der Expression von Molekiilen zu sortieren, wurden sie analog zur
Durchflusszytometrie mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern markiert und mit Hilfe eines
Durchfluss-Sortierers in verschiedene Fraktionen sortiert. Hierbei wurden die aktuellen Leitlinien zur
Durchflusszytometrie ® beachtet.

Verwendet wurden Zellen in Einzelzellsuspensionen (siehe 2.3.1.) aus Lymphknoten, Lunge und
Milz, welche an Tag 15 nach adoptivem Transfer entnommen und isoliert wurden. Die Zellen wurden
wie unter 2.4.1 beschrieben auf der Zelloberflache gefarbt. Fir die Sortierung wurde eine Zelldichte
von 1 x 10® Zellen/ml in MACS-PBS eingesetzt. Im Falle der Lymphknotenzellen wurde eine vorherige
Anreicherung von Thy-1.1" transgenen T-Zellen durch MACS (siehe 2.5.1) durchgefiihrt. Die
Sortierung erfolgte am BD FACSAria™Cell Sorter (BD Biosciences) oder am Influx Sorter (BD
Biosciences). Aus Lymphknoten- und Lungenzellen wurden B220° CD8 CD4" Thy-1.1" PD-1" IL-21"
TFH- bzw. TFH-3hnliche-Zellen und B220" CD8 CD4" Thy-1.1" PD-1" IL-21" nicht-TFH- bzw. nicht-TFH-
dhnliche-Zellen sortiert. Um NP-spezifische naive B-Zellen zu gewinnen, wurden CD4 CD19" CD43"
Zellen aus Milzzellen von B1-8i Miusen sortiert. Als Kontrollgruppe dienten CD4" Thy-1.1" CD44
CD62L" naive T-Zellen aus Milzzellen von Smarta Miusen.

Nach Sortierung wurden die Zellen zentrifugiert, in Trizol (Ambion) aufgenommen, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C fir spatere RNA-Aufbereitung und Transkriptomanalyse
gelagert. Die Aufreinigung der RNA erfolgte gemaRR den Angaben des miRNeasyMicro Kits von

Qiagen.
2.6 Enzymgekoppelter Inmunabsorptionstest (ELISA)

Die Methode des enzymgekoppelten Immunabsorptionstests (ELISA) wurde verwendet, um Zytokine
und Immunglobuline im Uberstand von humaner BAL sowie im Uberstand der T-B-Kokulturen
nachzuweisen. Zunachst wurde die Platte mit einem Antikorper beschichtet, der gegen das
nachzuweisende Zytokin oder Immunglobulin gerichtet war (Tabelle 3) und lber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Fir den nachfolgenden und alle weiteren Waschschritte zur Entfernung von

ungebundenen Reagenzien wurde das Platten-Waschgerit 96 Plate Washer™ (Tecan), sowie ein
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Waschpuffer aus PBS und 0,05 % Tween 20 (Sigma-Aldrich) mit einem pH-Wert von 7,3 verwendet.
Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Platte mit 1 % BSA fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert, bevor die BAL-Proben und Standards aufgetragen wurden. Je nach
nachzuweisendem Molekil erfolgte eine Inkubation fiir zwei Stunden bei 37 °C (IgM, IgG, 1gG1, 1gG2,
1gG3 und 1gG4) oder bei Raumtemperatur (IL-2, IL-6, IFN-y und TNF-a). Zum Nachweis von IL-6
wurde der Detektions-Antikdrper direkt mit Probe und Standard auf die Platte aufgetragen. Bei allen
anderen Proben erfolgte die Detektion mit dem Sekundarantikorper im Anschluss fiir zwei Stunden
(IgM, 1gG, I1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4 und TNF-a) oder eine Stunde (IL-2 und IFN-y) bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurde die Platte fir 30 min bei Raumtemperatur mit Streptavidin-Peroxidase
(Dianova) inkubiert, damit anschlieBend die Umsetzung des 3,3‘,5,5'-Tetramethylbenzidin
Dihydrochlorid (TMB, Seramun Diagnostica) und der damit verbundene Farbumschlag erfolgen
konnte. Das Abstoppen der Farbreaktion erfolgte mit 0,25 M Schwefelsdure. Die photometrische
Messung der Platte bei 450 nm und einer Referenzwellenlange von 630 nm erfolgte am Tecan Spark
20M Plattenlesegerat. Fur die Auswertung der Daten wurde die Software Magellan 7.1 und
Microsoft Excel verwendet. Die ELISA zum Nachweis von IgA (Invitrogen), CXCL13 (R & D Systems),

CXCL10 und IL-21 (BioLegend) erfolgten gemaR den Herstellerangaben.

Beschichtungsantikorper | Standard Detektionsantikérper
(Name/Klon, Hersteller) (Name/Klon, Hersteller) (Name/Klon, Hersteller)
humanes Serum, AG
IgM Ziege-anti-humanes IgM, | Immunologische
Jackson Abwehrmechanismen,
RKI (Prof. Kroczek) . ) .
128G HP6017, Hybridom humanes IgG, Sigma Izrfriisgltc')hlgl‘sanes lg-Bio, TAGO
IgG1 HP6001, Hybridom humanes Serum, AG 8
1gG2 HP6014, Hybridom Immunologische
1gG3 HP6050, Hybridom Abwehrmechanismen,
IgG4 HP6025, Hybridom RKI (Prof. Kroczek)
IgA gereinigtes anti-humanes rekombina'ntt? IgA anti-humanes IgA HRP, invitrogen
IgA, Invitrogen Kontrolle, invitrogen
IL-21 Beschichtungsantikdrper | humaner IL-21 Standard, | Detektionsantikorper IL-21,
IL-21, BiolLegend BioLegend BioLegend
Beschichtungsantikérper | humaner CXCL10 Detektionsantikérper CXCL10,
CXCL10 . . .
CXCL10, BioLegend Standard, BioLegend BioLegend
CXCL13 Beschichtungsantikérper | humaner CXCL13 Detektionsantikérper CXCL13,
CXCL13, R&D Systems Standard, R&D Systems R&D Systems

Tabelle 3 Liste der ELISA Antikoérper und Standards. Die Tabelle listet alle in dieser Arbeit verwendeten Standards, Primar-

und Sekundarantikérper auf. Antikérper wurden von den angegebenen Firmen kduflich erworben oder aus eigenen

Hybridomiberstanden aufgereinigt.
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2.7 Bronchoalveolidre Lavage (BAL)

Die untersuchten BAL-Proben stammen aus der Pulmologie der Charité am Campus Virchow-
Klinikum in Kooperation mit Prof. Dr. Leif Erik Sander und Sarah Volkers. Im Zeitraum zwischen
Februar 2017 und Oktober 2018 wurden Proben von insgesamt 16 Patienten mit Lungensarkoidose
gesammelt (Tabelle 4). Zwei Patienten waren zum Zeitpunkt der BAL bereits unter Glukokortikoid-
Therapie. Die Diagnose einer Sarkoidose wurde anhand typischer klinischer Befunde und
kompatibler radiologischer und histologischen Funde gestellt, im Einklang mit dem Statement on
Sarcoidosis der American Thoracic Society *°. AuBerdem wurden 7 Kontrollen eingeschlossen, welche
keine Hinweise auf eine infektiose oder entzindliche Lungenerkrankung, insbesondere keine
lymphozytdre Alveolitis, aufwiesen. In dieser Gruppe befinden sich vier Patienten mit
idiopathischem Husten, zwei Patienten, die eine Bronchoskopie zum Ausschluss einer pulmonalen
Tuberkulose erhielten und ein Patient mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom. Uber die weitere
Untersuchung der Proben wurden die eingeschlossenen Patienten aufgekldart und gaben ihr
schriftliches Einverstdndnis. Die BAL wurden unter Verwendung eines flexiblen fiberoptischen
Bronchoskops der Marken Olympus oder Fuji gewonnen. Dazu wurde ein Lungensubsegment (bei
Fehlen lokaler Befunde in der Bildgebung, standardmaRig im Mittellappen oder der Lingula) in
Wedge-Position mit 150 ml kérperwarmer 0,9 %-iger NaCl-Losung (7 mal 20 ml und 1 mal 10 ml)
gesplilt. Die Proben wurden durch ein 70 um Sieb gefiltert, bei 400 x g zentrifugiert und der zellfreie
Uberstand abgenommen. Dieser Uberstand wurde bei -70 °C gelagert. Die Zellen wurden direkt im

Anschluss an die Entnahme stimuliert und geféarbt.

Sarkoidose Kontrollen
Patienten 16 7
Geschlecht (mé&nnlich/weiblich) 12/4 5/2
Purchschnlttllches Alter 480 58 1
(in Jahren)
Radiologisches Staging

2/1
(o/1/n/m/1v/unbekannt) 0/5/4/2/1/4 N/A
Raucher (Raucher/Ex-Raucher/
Nicht-Raucher/unbekannt) 3/4/5/4 1/3/2/1
CD4/CD8 Quotient (Mittelwert) 5,21 (Norm: 1,1 —3,5) 3,76 (Norm: 1,1 - 3,5)
Lymphozytare Alveolitis (%;
< < <

Mittelwert) 30,86 (Norm <£12) <12 (Norm<12)

Tabelle 4 Ubersicht iiber die Studienpopulation. Die Tabelle gibt eine Ubersicht (iber alle in dieser Arbeit verwendeten
BAL Proben. N/A = nicht anwendbar
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2.8 Statistische Analyse

Die Statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der GraphPadPrism 5 Software. Die Differenz
zwischen den Mittelwerten zweier Stichproben wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet.
Als statistisch signifikant galten p < 0,05 (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). Korrelationen in
Zytokin-Koexpressionen wurden mit Hilfe des Tests fiir ¢-Korrelationskoeffizienten berechnet,
indem der Wert fiir die beobachtete Zytokin-Koexpression in Prozent mit dem erwarteten Wert fir
zufillige Koexpression verglichen wurde ®. Werte von ¢ < -0,1 oder > 0,1 wurden als statistisch
signifikant betrachtet. Zur Darstellung der Transkriptom-Daten wurde eine
Hauptkomponentenanalyse  (engl. principle = component analysis)  durchgefiihrt.  Die
Hauptkomponentenanalyse ist ein Verfahren der multivarianten Statistik, welches hilft grofle

Datenséatze zu vereinfachen und darzustellen.

2.9 Ethikvotum

Fiir die Untersuchung der Patientenproben liegt ein Ethikvotum (EA2_086 _16) der
Ethikkommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin vom 26.5.2016 vor. Die Durchfiihrung dieser
Arbeit erfolgte gemaf den Vorgaben durch die ,Satzung der Charité zur Sicherung guter

wissenschaftlicher Praxis”.
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von TFH-Zellen in murinem Lungengewebe

3.1.1 Mausmodell zur Untersuchung antigenspezifischer T- und B-Zellen im
Lymphknoten und entziindeten Lungengewebe

Die Analyse von T- und B-Zellen, sowie ihrer Interaktion wird durch die niedrige Frequenz von
Antigen-spezifischen T- und B-Zellen und die damit verbundenen Probleme der eindeutigen
Identifizierung im entzliindeten Lungengewebe von Wildtyp-Mausen erschwert. Mit Hilfe eines
adoptiven Transfers von Smarta-spezifischen, transgenen T-Zellen und NP-spezifischen, transgenen
B-Zellen in Wildtyp-Rezipienten-Maduse konnte die Entwicklung einer bedeutend grofReren
Population Antigen-spezifischer Zellen induziert werden, die dennoch in ihrer Aktivierung und
Expansion der physiologischen Immunantwort glichen ®. Im Anschluss an den adoptiven Transfer
wurden die Mause mehrfach mit SM-NIP-Konjugat und LPS als Adjuvanz intranasal immunisiert
(Abbildung 2A und B). Zur vereinfachten Darstellung des in TFH-Zellen supprimierten
Transkriptionsfaktors KLF2 und des TFH-Signatur-Zytokins IL-21 wurden entsprechende
A B

Thy-1.1* CD45.1*
C\/& C\/@ intranasale Gabe von ANALYSE
-8i

Smarta\ y SM-NIP + LPS Effektorphase
T-Zellen B-Zellen Y Y It Iv " Y I ? >
\ / do d1 d10 d13 d14-d17
Thy-1.2+
CD45.2+
C D
(tn) 105

CD45.2

e - T T T
o10' 10 10° 10* 10° o 10% 10° 10* 10°

Thy-1.1 CD45.1

Abbildung 2 Schematische Ubersicht Atemwegs-Inflammationsmodell (A) 2,5 x 10° LCMV GP61-80-spezifische T-Zellen
aus Smarta Maiusen und 1 x 10° NP-spezifische follikulare B-Zellen aus B1-8i Mausen werden in C57BL/6 Mause
transferiert. (B) Intranasale Gabe von SM-NIP und LPS an Tag 0, 1, 10 und 13 induziert die Atemwegsinflammation. Die
Analyse der Inflammation in (C) Lunge, BAL und mediastinalem Lymphknoten in der Effektorphase findet zwischen Tag 14
und 17 statt. (D) Durchflusszytometrisch werden transgene T- und B-Zellen mit Hilfe der kongenen Marker Thy-1.1
(T-Zellen) und CD45.1 (B-Zellen) identifiziert.
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Reportermause als T-Zell Donoren verwendet. Wahrend bei Restimulationsexperimenten die Zahl
der Zytokin-produzierenden Zellen stets (iberschatzt wird, bot die Reportermaus die Maoglichkeit, die
tatsachlichen Frequenzen der in vivo IL-21-produzierenden Zellen zu bestimmen. Die Expression der
kongenen Marker Thy-1.1 auf transgenen T-Zellen und CD45.1 auf transgenen B-Zellen ermdglichte
die Identifikation der transgenen Zellen, sowie deren Analyse in der Lunge, als entziindetem nicht-
lymphatischem Gewebe, und mediastinalem Lymphknoten, dem drainierenden lymphatischen
Gewebe (Abbildungen 2C und D). Durch mehrfache Antigengabe entwickelten sich stabile T- und
B-Zell-Populationen. Wie bereits friihere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigen konnten,
bilden sich in diesem Atemwegs-Inflammationmodell zu 96 % FDZ-negative Infiltrate, in denen sich
T- und B-Zellen in engem Kontakt befinden **.

Wahrend die transgenen T-Zellen an Tag 15 nach adoptivem Transfer die maximale Anzahl
erreichten, zeigte die Anzahl der transgenen B-Zellen erst zwei Tage spater ihren Hohepunkt. Diese
Zeitabstdande wurden als Analysezeitpunkte fiir die T- bzw. B-Zellen gewahlt. Da die mRNA fiir das
Zytokin IL-21 nur am Tag nach der letzten Antigengabe in der Lunge nachweisbar war, wurden T-Zell-
Analysen unter Zuhilfenahme IL-21 Reportermaus bereits an Tag 14 durchgefiihrt (Daten nicht
gezeigt). In den nachfolgenden Abbildungen sind transgene T-Zellen als B220" CD8 CD4" Thy-1.1"
definiert und die transgenen B-Zellen als CD4 CD8 CD19" CD45.2 CD45.1".

Das Atemwegs-Inflammationsmodell bietet folglich die Moglichkeit, Antigen-spezifische T- und
B-Zellen und deren Interaktion im entziindeten Atmungssystem und dem dazugehorigen

lymphatischen Gewebe in vivo zu verfolgen.

3.1.2 Effektor-T-Zellen im Lungengewebe und den Atemwegen exprimieren keine
klassischen TFH-Zell-Marker

Um die Interaktion von T- und B-Zellen im Lungengewebe und den Atemwegen zu untersuchen,
wurde zunachst nach Keimzentrums-B-Zellen gesucht, die das Produkt der Interaktion von
follikuldren T-Helferzellen und naiven B-Zellen sind und sich durch die Bindung von PNA (peanut
agglutinin) und dem Transkriptionsfaktor Bcl-6 auszeichnen. Zum Nachweis von Keimzentrums-
B-Zellen in der Lunge und den Atemwegen im Vergleich mit dem drainierenden Lymphknoten wurde
der unter 3.1.1 beschriebene Versuchsaufbau verwendet. An Tag 17 wiesen 43 % der transgenen
B-Zellen des mediastinalen Lymphknotens einen Keimzentrums-Phanotyp auf. In der Lunge war die

Population der Keimzentrums-B-Zellen mit 19 % ungefdhr halb so groR.
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Abbildung 3 Es finden sich Keimzentrums-B-Zellen, aber keine klassischen TFH-Zellen im entziindeten Lungengewebe.
(A und B) Thyl.1" Smarta T-Zellen aus KLF2-GFP-Reportermausen und CD45.1" B1-8i B-Zellen wurden in C57BL/6 Mause
transferiert und an Tag 0, 1, 10 und 13 mit SM-NIP und LPS i.n. immunisiert. Die B-Zellen wurden an Tag 17 analysiert, die
T-Zellen an Tag 15. (A) Durchflusszytometrische Analyse der transferierten CD45.1" transgenen B-Zellen hinsichtlich eines
PNA" Bcl-6" Keimzentrums-Phanotyps. Die Konturdiagramme wurden aus den Daten dreier Tiere konkateniert. Die BAL
wurde bereits vor der Farbung vereinigt (n = 3). Die Zahlen geben die Frequenz bzw. absolute Zellzahl der umrahmten
Population an. (B) Durchflusszytometrische Analyse der transferierten transgenen T-Zellen hinsichtlich eines PD-1" CXCRS5"
bzw. Bcl-6" TFH-Phénotyps. Die Konturdiagramme wurden aus den Daten dreier Tiere konkateniert. Die BAL wurde bereits
vor der Farbung vereinigt (n = 3). Die Prozentzahlen geben die Frequenz der umrahmten Population an. Die Expression von
CXCR5 und Bcl-6 auf transgenen T-Zellen ist als mittlere Fluoreszenzintensitat (geoMFI) angegeben. Jeder Punkt in den
Diagrammen entspricht einem Tier, die Hohe der Sdulen entspricht dem arithmetischen Mittel. Gezeigt ist jeweils ein
reprasentatives Experiment von zweien. ** p <0,01

Trotz der niedrigeren Frequenz von Keimzentrums-B-Zellen in der Lunge war die absolute

Zellzahl der Keimzentrums-B-Zellen in Lymphknoten und Lunge mit 8,2 Mio bzw. 7,2 Mio Zellen in
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beiden Organen vergleichbar. In der bronchoalveolaren Lavage hingegen waren kaum (1 % bzw.
4 x 10" Zellen) PNA* Bcl-6" transgene B-Zellen nachweisbar (Abbildung 3A).

Da die Entwicklung von Keimzentrum-B-Zellen abhdngig von der Anwesenheit von TFH-Zellen
ist, wurden als ndchstes die T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Im Lungen-drainierenden
Lymphknoten zeigten 56 % der transgenen T-Zellen einen klassischen TFH-Phanotyp, der durch
gleichzeitige Expression von PD-1 und CXCR5 definiert ist. Wie bereits zuvor in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, fanden sich zwar PD-1" T-Zellen in der Lunge, jedoch fehlte

eine CXCR5' Population **.

In den Atemwegen zeigte sich ein ahnliches Bild. Auch der
Mastertranskriptionsfaktor der TFH-Zellen Bcl-6 lasst sich zwar im Lymphknoten gut nachweisen, im
Lungengewebe und den Atemwegen exprimieren die transgenen T-Zellen hingegen kein Bcl-6
(Abbildung 3B).

Zusammenfassend lassen sich TFH-Zellen in der Lunge und den Atemwegen nicht mit den
klassischen TFH-Markern identifizieren. Es stellt sich daher die Frage, ob es andere Marker gibt, mit
denen sich diese Zellen beschreiben lassen.

Die Ergebnisse aus der bronchoalveoldren Lavage bei der Maus wurden in dieser Arbeit
zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht weiter dargestellt. Bis auf die fehlenden Keimzentrums-
B-Zellen fanden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen Lungengewebe und BAL.

Folglich lassen sich die fiir die Lunge gezeigten Ergebnisse auch auf die transgenen T-Zellen aus der

BAL libertragen.

3.1.3 T-Zellen mit niedriger KLF2-Expression aus der Lunge zeigen einen TFH-
ahnlichen, gewebsstindigen Phinotyp

Vorherige Arbeiten unserer Gruppe belegen, dass die Herunterregulation des
Transkriptionsfaktors KLF2 essentiell fir den Erhalt eines TFH-Phanotyps im Lymphknoten ist .
Zudem wurde postuliert, dass KLF2 durch ICOS induziert wird, einem Effektormolekil in TFH-Zellen.
Um zu untersuchen, ob KLF2 auch in der Lunge eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung von TFH-Zellen spielt, wurde eine KLF2-Reportermaus als T-Zell-Donor
verwendet.

Die bereits beschriebenen Beobachtungen lieRen sich im Lungen-drainierenden Lymphknoten
reproduzieren. Die KLF2" T-Zellen des Lymphknotens zeigten einen ausgeprigten PD-1" CXCR5" TFH-
Phanotyp (38 %), die KLF2" Zellen dagegen exprimierten nur zu 8 % PD-1 und CXCR5. Anhand der
Fluoreszenzintensitat beider Marker auf KLF2-positiven und -negativen Zellen liel sich ein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Populationen feststellen (Abbildung 4A). Die PD-1-
Expression auf KLF2" T-Zellen war fast doppelt so hoch, die CXCR5-Expression sogar 6-mal so hoch

wie die der KLF2" T-Zellen.
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Abbildung 4 KLF2" T-Zellen zeigen einen TFH-dhnlichen Phinotyp. (A, B und C) Thy-1.1" Smarta T-Zellen aus KLF2-GFP-
Reportermdusen und CD45.1" B1-8i B-Zellen wurden in C57BL/6 Mause transferiert und an Tag0, 1, 10 und 13 mit SM-NIP
und LPS i.n. immunisiert. Die transgenen Zellen wurden an Tag 17 analysiert. (A) Durchflusszytometrische Analyse von
KLF2" und KLF2 transgenen T-Zellen in Lunge und Lymphknoten. Die Konturdiagramme zeigen die Gating-Strategie auf
KLF2* und KLF2 transgenen T-Zellen. Blau umrahmte Konturdiagramme stellen die TFH-Zell-Marker PD-1 und CXCR5 auf
KLF2* T-Zellen dar. Rot umrahmte Konturdiagramme zeigen die TFH-Zell-Marker PD-1 und CXCR5 auf KLF2" T-Zellen. Die
Konturdiagramme wurden aus den Daten von 6 Tieren konkateniert. Die Prozentzahlen geben die Frequenz der
umrahmten Population an. Die Expression von CXCR5 und PD-1 auf KLF2* bzw. KLF2™ transgenen T-Zellen ist als mittlere
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Fluoreszenzintensitit angegeben. (B) Vergleichende Darstellung der PSGL-1-Expression auf KLF2" und KLF2 transgenen
T-Zellen in Lunge und Lymphknoten, gezeigt als mittlere Fluoreszenzintensitat. (C) Vergleichende Darstellung der CD69-
Expression auf KLF2*® und KLF2  transgenen T-Zellen in Lunge und Lymphknoten, dargestellt als mittlere
Fluoreszenzintensitat. Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einem Tier, die Hohe der Saulen entspricht dem
arithmetischen Mittel. Die Daten stammen aus zwei unabhdngigen Experimenten mit n=6 und n=7. * p < 0,05; ** p < 0,01;
*%% < 0,001

Auch im Lungengewebe fand sich eine ausgeprdgte Zellpopulation mit niedriger KLF2-
Expression. Analog zum Lymphknoten zeigten die KLF2  T-Zellen eine doppelt so hohe PD-1-
Expression im Vergleich zu KLF2* T-Zellen (Abbildung 4A). Da CXCR5 auf den Lungenzellen limitiert
auswertbar ist (siehe 3.1.2), wurde zusatzlich P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1), ein Homing-
Rezeptor fiir die T-Zell Zone, welcher von KLF2 reguliert wird und von TFH-Zellen kaum exprimiert
wird, untersucht ®. Die Expression von PSGL-1 war sowohl in den KLF2 T-Zellen der Lunge als auch
des Lymphknotens signifikant niedriger als in den KLF2* T-Zellen (Abbildung 4B).

Die Fluoreszenzintensitat des Aktivierungsmarkers CD69 hingegen war in den KLF2 transgenen
T-Zellen signifikant héher als in den KLF2* T-Zellen (Abbildung 4C). Da CD69 invers zu S1PR1
exprimiert wird, kann dieses Molekil als Marker fiir gewebsstindige Zellen betrachtet werden .

Diese Ergebnisse zeigen, dass T-Zellen, die den Transkriptionsfaktor KLF2 kaum exprimieren,

sowohl im Lymphknoten, als auch in der Lunge einen aktivierten, gewebsstandigen, TFH-dhnlichen

Phanotyp besitzen.

3.1.4 IL-21-produzierende T-Zellen aus Lungengewebe zeigen einen TFH-dhnlichen
Phinotyp

IL-21 ist das charakteristische Zytokin fir TFH-Zellen und spielt eine wichtige Rolle in der

8 Um IL-21-

Differenzierung von B-Zellen hin zu hochaffinen, langlebigen Plasmazellen
produzierende Zellen mit IL-21-negativen Zellen in Lunge und Lymphknoten vergleichen zu kénnen,
wurden die T-Zellen einer IL-21 Reportermaus transferiert.

Analog zu den KLF2" T-Zellen im Lymphknoten zeigten 68 % der IL-21" T-Zellen im Lymphknoten
einen PD-1" CXCR5" TFH-Phanotyp, wohingegen nur 0,5 % IL-21 T-Zellen einen solchen Phanotyp
aufwiesen. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den signifikanten Unterschieden der
Fluoreszenzintensitit von PD-1 und CXCR5 wieder, die in den IL-21" T-Zellen 4-fach beziehungsweise
6-fach hoher war. Die IL-21-produzierenden T-Zellen in der Lunge zeigten ebenfalls eine doppelt so
hohe Expression von PD-1 im Vergleich zu IL-21" T-Zellen (Abbildung 5A).

Um den TFH-dhnlichen Phinotyp der IL-21" T-Zellen weiter zu untersuchen, wurde zusatzlich
der kostimulatorische TFH-Zell-Marker ICOS gefarbt, sowie CD40L, ein Molekiil, welches bei der

B-Zell-Hilfe durch T-Zellen eine entscheidende Rolle spielt. Sowohl in der Lunge, als auch im

Lymphknoten
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Abbildung 5 TFH-Zell-Marker werden in IL-21" und IL-21" Zellen differentiell exprimiert. (A und B) Thy-1.1" Smarta
T-Zellen aus IL-21-FP635 Reportermausen und CD45.1" B1-8i B-Zellen wurden in C57BL/6 M&use transferiert und an TagO,
1, 10 und 13 mit SM-NIP und LPS i.n. immunisiert. Die transgenen Zellen wurden an Tag 14 analysiert.
(A) Durchflusszytometrische Analyse von IL-21" und IL-21 transgenen T-Zellen in Lunge und Lymphknoten. Die
Konturdiagramme zeigen die Gating-Strategie auf IL-21* und IL-21" transgenen T-Zellen. Blau umrahmte Konturdiagramme
stellen die TFH-Zell-Marker PD-1 und CXCR5 auf IL-21" T-Zellen dar. Rot umrahmte Konturdiagramme zeigen die TFH-Zell-
Marker PD-1 und CXCRS5 auf IL-21" T-Zellen. Die Konturdiagramme wurden aus den Daten von 7 Tieren konkateniert. Die
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Prozentzahlen geben die Frequenz der umrahmten Population an. Die Expression von CXCR5 und PD-1 auf IL-21" bzw.
IL-21" transgenen T-Zellen ist als mittlere Fluoreszenzintensitdt im Sdulendiagramm angegeben. (B) Vergleichende
Darstellung der ICOS- und CD40L-Expression auf IL-21" und IL-21" transgenen T-Zellen in Lunge und Lymphknoten, gezeigt
als mittlere Fluoreszenzintensitat. Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einem Tier, die Hohe der Sdulen entspricht
dem arithmetischen Mittel. Die Daten stammen aus zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils n=7. * p < 0,05; **
p <0,01; *** p < 0,001

zeigten sowohl ICOS als auch CD40L ein signifikant hoéheres Expressionslevel in den IL-21-
produzierenden transgenen T-Zellen (Abbildung 5B).
Neben KLF2" Zellen besitzen folglich auch IL-21" Zellen aus Lunge und Lymphknoten einen TFH-

dhnlichen Phanotyp.

3.1.5 IL-21+T-Zellen aus Lungengewebe zeigen einen aktivierten, gewebsstindigen
Phanotyp

Um die IL-217T-Zellen im Lungengewebe detaillierter zu beschreiben, wurden die Aktivierungs-
und Migrationsmarker CD69 und CXCR3 untersucht. Der Chemokinrezeptor CXCR3, der auf
verschiedenen Immunzellen exprimiert wird, erkennt CXCL9, 10 und 11. Er steuert unter anderem
die Migration von T-Zellen ins entziindete Lungengewebe .

Im Lymphknoten und der Lunge konnten vergleichbare Fraktionen CD69" T-Zellen
nachgewiesen werden. Im Lymphknoten unterschieden sich die IL-21" und IL-21" T-Zellen nicht
beziiglich ihrer CD69-Expression. Im Gegensatz dazu zeigen die IL-21-produzierenden T-Zellen der
Lunge eine vermehrte Expression von CD69 im Vergleich zu IL-21" T-Zellen (Abbildung 6A und B).
Daraus lasst sich schlieRen, dass es sich bei den IL-21-produzierenden T-Zellen der Lunge um
gewebsstdandige Zellen handeln kénnte.

Im Vergleich zu CD69 unterschieden sich Lunge und Lymphknoten hinsichtlich der Expression
des Migrationsmarkers CXCR3. CXCR3 wird unter inflammatorischen Bedingungen auf T- und
B-Zellen exprimiert und rekrutiert die Zellen ins entziindete Gewebe. Auf T-Zellen der Lunge wird
vermehrt CXCR3 exprimiert (Daten nicht gezeigt). Zwischen der IL-21" und IL-21" Population zeigt
sich jedoch weder in Lunge noch im Lymphknoten ein signifikanter Unterschied (Abbildung 6A
und C).

Ergdnzend zu dem TFH-ahnlichen Phanotyp, den IL-21-produzierende T-Zellen aus dem

Lungengewebe zeigen, handelt es sich bei diesen Zellen um gewebsstandige, aktivierte Zellen.
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Abbildung 6 IL-21" T-Zellen aus der Lunge sind aktiviert und gewebsstindig. Thy-1.1" Smarta T-Zellen aus IL-21-FP635
Reportermausen und CD45.1° B1-8i B-Zellen wurden in C57BL/6 M&use transferiert und an Tag 0, 1, 10 und 13 mit SM-NIP
und LPS i.n. immunisiert. Die transgenen Zellen wurden an Tag 14 analysiert. (A) Durchflusszytometrische Analyse von
IL-21" und IL-21" transgenen T-Zellen in Lunge und Lymphknoten. Die Konturdiagramme zeigen die Gating-Strategie auf
IL-21" und IL-21" transgenen T-Zellen. Blau umrahmte Konturdiagramme stellen die CXCR3- und CD69-Expression auf IL-21"
T-Zellen dar. Rot umrahmte Konturdiagramme zeigen die die CXCR3- und CD69-Expression auf IL-21" T-Zellen. Die
Konturdiagramme wurden aus den Daten von 7 Tieren konkateniert. Die Prozentzahlen geben die Frequenz der
umrahmten Population an. (B und C) Vergleichende Darstellung der CXCR3- und CD69-Expression auf IL-21" und IL-21°
transgenen T-Zellen in Lunge und Lymphknoten, gezeigt als mittlere Fluoreszenzintensitat bzw. normalisierte Frequenzen
im Saulendiagramm. Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einem Tier, die Hohe der Saulen entspricht dem
arithmetischen Mittel. Die Daten stammen aus drei unabhdngigen Experimenten mit n=3, n=7 und n=7. ns nicht
signifikant; * p < 0,05

3.1.6 Hauptkomponentenanalyse bestitigt den TFH-dhnlichen Phanotyp der IL-21+
PD-1+ T-Zellen in der Lunge

Ob sich die IL-21-produzierenden T-Zellen aus Lunge und Lymphknoten auf transkriptioneller
Ebene dhneln und welche Molekiile unterschiedlich exprimiert werden, wurde mit Hilfe von Next

Generation Sequencing (NGS) untersucht. NGS ermdglicht die parallele Sequenzierung mehrerer
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Millionen RNA-Fragmente und damit deren Detektion und Quantifizierung *. Neben IL-21 wurde
PD-1 als zweiter Marker verwendet, um einen TFH-dhnlichen Phanotyp zu beschreiben, da PD-1 ein
bekannter TFH-Zell-Marker ist und, wie in 3.1.4 gezeigt werden konnte, mit IL-21 koexprimiert wird.
Um geniigend IL-21" PD-1" T-Zellen aus Lunge und Lymphknoten fiir die Sequenzierung sortieren zu
kénnen, wurden an Tag 15 nach adoptivem Transfer die Zellen von mehreren Tieren isoliert, die
Zellen vereinigt und je nach Expressionslevel der Marker IL-21 und PD-1 in TFH-ahnliche Zellen und
nicht-TFH-Zellen sortiert (Abbildungen 7A). Aus diesen wurde RNA isoliert und eine
Transkriptionsanalyse mittels NGS durchgefiihrt (Kooperation mit Mir-Farzin Mashreghi, DRFZ).
AnschlieBend wurden die Daten mittels Hauptkomponentenanalyse (engl. principle component
analysis) analysiert. Hier zeigte sich eine rdumliche Ansammlung der IL-21" PD-1" Zellen aus der
Lunge und dem Lymphknoten. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass sich die Gene in
beiden Organen in ihrer Expression grofStenteils dahnlich verhalten. Eine raumliche Differenz zeigte
sich allerdings zu den IL-21"PD-1" T-Zellen aus dem Lymphknoten und naiven T-Zellen, sodass die
TFH-3dhnlichen Zellen aus Lunge und Lymphknoten ein eigenes transkriptionelles Muster aufwiesen
(Abbildung 7B).

Dennoch unterscheiden sich die TFH-dhnlichen Zellen aus Lunge und Lymphknoten leicht, wie
sich an der Differenz auf der Achse der Hauptkomponente 1 (PC1) erkennen ldsst. Die zwischen
Lunge und Lymphknoten differentiell exprimierten Gene umfassen unter anderem CXCR5 und Bcl-6,
die, wie schon in 3.1.2 durchflusszytometrisch gezeigt wurde, auf der Oberflache von Lungenzellen
nicht exprimiert werden. AuRerdem war Cish (cytokine-inducible SH2-containing protein), ein
Protein aus der SOCS (suppressor of cytokine signalling proteins)-Familie, in den TFH-dhnlichen
Zellen aus dem Lungengewebe stark exprimiert. Cish wird durch STATS5 (signal transducers and
activators of transcription)-Aktivierung induziert und unterdriickt anschliefend in einer negativen
Feedback-Schleife den Januskinase (JAK)/STATS-Signalweg . STAT5 wiederum inhibiert die
TFH-Differenzierung und Funktion Uber Suppression des Transkriptionsfaktors Bcl-6
(Abbildung 7€) °*.

Da die T-Zellen aus der Lunge kein CXCR5 exprimierten, stellte sich die Frage, ob und welche
anderen Chemokinrezeptoren sie auf ihrer Oberflache exprimieren. Im Vergleich zu den TFH-Zellen
aus dem Lymphknoten, wurden auf den TFH-dhnlichen Zellen der Lunge CCR2, CCR5 und CXCR6
vermehrt exprimiert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass IL-21"PD-1" Zellen aus Lunge und Lymphknoten, mit

Ausnahme weniger Gene, sehr dhnliche Expressionsmuster aufweisen.
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Abbildung 7 TFH-Zellen aus dem Lymphknoten und TFH-dhnliche Zellen aus der Lunge zeigen &hnliche Gen-
Expressionsmuster Thy-1.1" Smarta T-Zellen aus IL-21-FP635 Reportermiusen und CD45.1" B1-8i B-Zellen wurden in
C57BL/6 Md&use transferiert und an Tag 0, 1, 10 und 13 mit SM-NIP und LPS i.n. immunisiert. Die transgenen Zellen wurden
an Tag 15 sortiert. Thy-1.1" Zellen, die aus dem Lymphknoten isoliert wurden, wurden mittels MACS angereichert.
(A) Représentative Konturdiagramme zeigen die Strategie der Zellsortierung. Sortiert wurden CD4* Thy-1.1" IL-217 PD-1"
TFH-dhnliche Zellen aus Lunge und Lymphknoten (rot) und CD4" Thy-1.1"1L-21"PD-1" nicht-TFH-3hnliche Zellen (blau) als
Vergleichspopulation. Die Prozentzahlen geben die Frequenz der umrahmten Population an. Die RNA der sortierten Zellen
wurde isoliert und mittels Next-Generation-Sequencing analysiert. (B) Das Punktdiagramm zeigt die
Hauptkomponentenanalyse der sortierten Zellen. TFH-Zellen aus dem Lymphknoten sind in rot gezeigt, TFH-dhnliche Zellen
aus der Lunge in orange, nicht-TFH-Zellen aus dem Lymphknoten in blau und naive T-Zellen in grau. Die Varianz jeder
Hauptkomponente ist an den jeweiligen Achsen in Prozent angegeben. PC1: principle component 1 Hauptkomponente 1;
PC2: principle component 2 Hauptkomponente 2. (C) Graph der in IL-21° PD-1" Zellen auf Lunge und Lymphknoten
differentiell exprimierten Gene. Je weiter links im Graph ein Gen liegt, desto starker war es im Lymphknoten exprimiert. Je
weiter rechts im Graph ein Gen liegt, desto starker war es in der Lunge exprimiert. Die Hauptkomponentenanalyse wurde
in Kooperation mit Frederik Heinrich vom DRFZ durchgefiihrt.
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3.1.7 TFH-dhnliche Zellen in der Lunge sind unabhingig von ICOS-Kostimulation

Nach Aktivierung wird auf T-Zellen ICOS, strukturell verwandt mit CD28, hochreguliert. Die
Bindung von ICOS-Ligand initiiert ein positives, kostimulatorisches Signal, das zur Proliferation von
T-Zellen, gesteigertem B-Zell-Helfer-Potential und Hochregulation der Zytokinproduktion fiihrt *>.
Der Signalweg hat Uber die Suppression von KLF2 einen starken Einfluss auf den TFH-Phanotyp und
die Lokalisation der Zellen.

Um den Einfluss von ICOS auf die T-Zellen der Lunge genauer untersuchen zu kénnen wurde
ICOS-L mit Hilfe eines Antikorpers blockiert und somit die Interaktion zwischen ICOS-L und ICOS
unterbunden. In dem unter 3.1.1 beschriebenen Atemwegs-Inflammationsmodell wurden an den
Tagen 8, 10 und 13 entweder der Blockade-Antikdrper oder eine Ratten-lgG2a-Isotypkontrolle
intranasal und intraperitoneal verabreicht (Abbildung 8A).

Im Lymphknoten zeigte sich unter der Blockade ein signifikanter Rlickgang der TFH-Population,
definiert durch gleichzeitige Expression von PD-1 und CXCRS5, von 31 % der transgenen T-Zellen auf
13 % (Abbildung 8B). Auch die Fluoreszenzintensitat von PD-1, welche anders als CXCR5 nicht direkt
Gber ICOS und KLF2 reguliert wird, halbierte sich in der Blockadegruppe nahezu. Dieser Effekt lieR
sich in der Lunge allerdings nicht nachweisen. Dort unterschied sich die Expression von PD-1 der
blockierten Tiere nicht signifikant von der Kontrollgruppe. Im Lymphknoten zeigte die
Blockadegruppe eine signifikante Abnahme in der IL-21-Produktion von 44 % IL-21-Produzenten auf
22 %. Auch dies lieB sich in der Lunge nicht zeigen (Daten nicht gezeigt).

Zusatzlich wurde der Effekt auf die Keimzentrums-B-Zellen untersucht, die abhangig von der
Anwesenheit von TFH-Zellen sind. Im Lymphknoten zeigten unter der Blockade noch 19 % einen
Keimzentrums-Phanotyp, der durch die gleichzeitige Bindung von PNA und dem Antikérper GL7
definiert ist (Abbildung 8C). Im Vergleich dazu waren in den Kontrolltieren 49 % der B-Zellen PNA"
GL7". Demgegeniiber fanden sich in der Lunge sowohl in der Blockadegruppe (10 %) als auch in der
Kontrollgruppe (13 %) vergleichbare Frequenzen an Keimzentrums-B-Zellen.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass ICOS im Lymphknoten einen starken
Effekt auf den TFH-Zell-Phanotyp und die Keimzentrumsreaktion ausibt, die T-Zellen und

Keimzentrums-B-Zellen in der Lunge sich anscheinend unabhangig von ICOS entwickeln.
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Abbildung 8 TFH-dhnliche Zellen in der Lunge sind von ICOS unabhidngig. (A) Schematische Darstellung des
experimentellen Aufbaus. Thy-1.1" Smarta T-Zellen aus IL-21-FP635 Reportermausen und CD45.1* B1-8i B-Zellen wurden in
C57BL/6 Miuse transferiert und an Tag 0, 1, 10 und 13 mit SM-NIP und LPS i.n. immunisiert. Zusétzlich wurden die Tiere
mit dem anti-ICOS-L-Antikdrper MIL-5377 oder einem Ratten-lgG2a-Isotyp an Tag 8, 10 und 13 i.n. und i.p. behandelt. Die
transgenen Zellen wurden an Tag 14 analysiert. (B) Durchflusszytometrische Analyse der transgenen T-Zellen auf einen
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PD-1" CXCR5" TFH-Zell-Phinotyp. Die Konturdiagramme wurden aus den Daten von 7 Tieren konkateniert. Die
Prozentzahlen geben die Frequenz der umrahmten Population an. Vergleichende Darstellung der PD-1-Expression in
behandelten Tieren und Kontrolltieren, gezeigt als mittlere Fluoreszenzintensitdit im  Saulendiagramm.
(C) Durchflusszytometrische Analyse der transgenen B-Zellen auf einen Keimzentrums-Phinotyp (PNA® GL-7%). Die
Konturdiagramme wurden aus den Daten von 7 Tieren konkateniert. Die Prozentzahlen geben die Frequenz der
umrahmten Population an. Vergleichende Darstellung der Frequenz der Keimzentrums-B-Zellen in behandelten Tieren und
Kontrolltieren, gezeigt als Frequenz im Saulendiagramm. Die Hohe der Sdulen entspricht dem arithmetischen Mittel
Standardfehler (SEM). Die Daten stammen aus zwei unabhdngigen Experimenten mit jeweils n=7. ns nicht signifikant;
** < 0,01

3.2 Charakterisierung von Korrelaten follikularer T-Helferzellen in
bronchoalveolarer Lavage bei Sarkoidose-Patienten

T-Zellen in bronchoalveolarer Lavage von Sarkoidose-Patienten sind bereits mehrfach
untersucht worden. Allerdings bezieht sich ein GroRteil dieser Forschung auf Thl, Th17 oder
regulatorische T-Zellen (Tregs). TFH-Zellen sind in diesem Kontext bisher nicht erforscht. Es stellt sich
die Frage, ob die IL.-21" PD-1" Population, die im murinen Lungengewebe nachgewiesen werden
konnte, sich auch in der Inflammation der humanen Atemwege wiederfinden ldasst und welche
weiteren Charakteristika von TFH-Zellen die T-Zellen widerspiegeln.

Um die T-Zellen aus den Atemwegen mit klassischen TFH-Zellen vergleichen zu kénnen, wurden
zusatzlich T-Zellen und TFH-Zellen aus humaner Tonsille, als sekundar lymphatischem
Referenzorgan, analysiert. Als Kontrolle dienten zirkulierende T-Helferzellen aus mononukledren
Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von gesunden Probanden.

Bezogen auf die Population im Scatter lieBen sich fast 52 % der Zellen in den entzlindeten
Atemwegen als CD3" CD4" T-Helferzellen identifizieren. Im Vergleich dazu zeigten nur 35 % der
zirkulierenden und 18 % der tonsillaren Zellen einen T-Helferzell-Phanotyp (Abbildung 9B). In der
T-Helferzell-Population in der BAL exprimierten tber 95 % CD45R0 und kein FoxP3. In Tonsille und
PBMC war die Frequenz mit 53 % beziehungsweise 40 % CD45RO" FoxP3 T-Zellen deutlich geringer.
Aufgrund dieser unterschiedlichen Frequenzen an Gedachtnis- bzw. aktivierten T-Zellen wurden, fir
eine bessere Vergleichbarkeit, in allen nachfolgenden Analysen nur noch die CD45RO-positiven
Zellen betrachtet.

Die Frequenz FoxP3-positiver T-Zellen in der BAL war mit einer durchschnittlichen Frequenz von
4,5 % sehr gering. Dass die Population regulatorischer T-Zellen in der BAL von Sarkoidose-Patienten
klein ist, zeigten bereits Skathivel und Kollegen . Sie stellten in ihrer Studie auch einen Vergleich zu

gesunden Probanden her, die im Durchschnitt héhere Frequenzen FoxP3" T-Zellen zeigten.
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Abbildung 9 Analyse von CD45RO" FoxP3™ T-Zellen aus BAL, Tonsille und PBMC. (A) Zur Analyse von T-Zellen werden die
Lymphozyten gemaR ihrer GroRe (FSC) und Granularitat (SSC) von anderen Zellen und Zelltrimmern abgegrenzt. Dubletten
werden anhand ihres disproportionalen Verhéltnisses von Flache und Hoéhe der Scattersignale ausgeschlossen. Mittels
Lebend-Tot-Farbung (L/D) werden tote Zellen ausgegrenzt, mittels CD19 B-Zellen und CD14 Monozyten. AnschlieRend
werden die T-Helferzellen durch Expression von CD3 und CD4 definiert. FoxP3* und CDA45RO™ Zellen werden
ausgeschlossen. Sofern nicht anders erwdhnt, beruhen alle folgenden durchflusszytometrischen Analysen auf den hier
gezeigten CD19 CD14 CD3" CD4* FoxP3 CD45RO" Zellen. Gezeigt ist ein reprisentativer Spender. Die Prozentzahlen geben
die Frequenz der umrahmten Population an. (B) Frequenzen der CD3* CD4" von allen im Scatter erfassten Zellen bzw.
Frequenzen der CD45RO" FoxP3™ T-Zellen von allen CD3" CD4" Zellen. Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einer
Probe; die Hohe der Sdulen entspricht dem arithmetischen Mittel. ns nicht signifikant* p < 0,05; ** p < 0,01;*** p < 0,001

3.2.1 BAL T-Zellen zeigen keinen klassischen TFH-Phanotyp

Analog zu murinen TFH-Zellen lassen sich klassische humane TFH-Zellen in sekundar
lymphatischen Organen Uber die parallele Expression von PD-1 und CXCR5 definieren und zeigen
eine Hochregulation des Mastertranskriptionsfaktors Bcl-6.

In der menschlichen Tonsille zeigten 9,3 % der Zellen einen TFH-Phdnotyp. Weder in den
entziindeten Atemwegen noch in den PBMC konnte eine CXCR5" PD-1" Population nachgewiesen

werden. Die tonsilliren CD45R0" FoxP3™ T-Helferzellen lieRen sich nach der Expression von PD-1 in
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drei Gruppen teilen: eine negative, eine intermediar positive und eine stark positive Population.
Allein die stark positive Population koexprimierte CXCR5. In PBMC und BAL fanden sich nur eine
PD-1" und eine PD-1" Population (Abbildung 10A). Bezogen auf die Fluoreszenzintensitit von PD-1
exprimierten die T-Zellen aus den Atemwegen nur halb so viel PD-1 wie die tonsillaren T-Zellen,
jedoch ungefdahr doppelt so viel im Vergleich zu zirkulierenden T-Zellen. Eine CXCR5-Expression

fehlte sowohl in der BAL als auch in den PBMC (Abbildung 10B).
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Abbildung 10 BAL T-Zellen zeigen keinen klassischen TFH-Phinotyp. (A) Durchflusszytometrische Analyse der CD45R0O"
FoxP3™ T-Helferzellen hinsichtlich eines PD-1" CXCR5® TFH-Phanotyps. Die Prozentzahlen geben die Frequenz der
umrahmten Population Gezeigt reprasentativer Spender. (B) Vergleichende Darstellung der
Fluoreszenzintensitat der Marker PD-1 und CXCR5 in Tonsille, PBMC und BAL im Sdulendiagramm. Jeder Punkt in den
Diagrammen entspricht einer Probe, die Hohe der Sdulen entspricht dem arithmetischen Mittel. (C) Vergleichende
Darstellung der Konzentration des Zytokins CXCL13 im BAL-Uberstand zwischen Sarkoidose-Patienten und Kontrollen im
Sdulendiagramm. Die Hohe der Saulen entspricht dem arithmetischen Mittel + Standardfehler (SEM). (D) Vergleichende
Darstellung der Frequenz der Bcl-6" CXCR5" auf CD45RO" T-Helferzellen in Tonsille, PBMC und BAL im Saulendiagramm.
Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einer Probe, die Hohe der Saulen entspricht dem arithmetischen Mittel. ns
nicht signifikant; * p < 0,05; ** p <0,01

an. ist ein

CXCL13, der Ligand fir den Rezeptor CXCR5, wird in der B-Zell-Zone in SLO sezerniert, um
B-Zellen und TFH-Zellen anzulocken. Zudem exprimieren humane TFH-Zellen CXCL13. Passend zu der
fehlenden Expression von CXCR5 auf den T-Zellen fanden sich keine erhohten CXCL13-
Konzentrationen im Uberstand der Sarkoidose-BAL (Abbildung 10C). Betrachtet man den

Transkriptionsfaktor der TFH-Zellen, Bcl-6, so zeigte sich eine deutliche Bcl-6" Population in der
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Tonsille, die gleichzeitig CXCR5 exprimierte. Sowohl in der BAL, als auch unter den zirkulierenden
T-Zellen waren weder Bcl-6" T-Zellen noch eine Bcl-6" CXCR5" Population zu finden (Abbildung 10D).
In diesem Experiment lieB sich zeigen, dass sich in den Atemwegen keine klassischen TFH-Zellen

finden lassen. Die T-Helferzellen exprimierten zwar PD-1, allerdings weder CXCR5 noch Bcl-6.

3.2.2 Inden Atemwegen findet sich eine IL-21-produzierende PD-1+T-Zell-Population

Da sich keine klassischen TFH-Zellen in den Atemwegen finden lieBen, wurde IL-21 als Signatur-
Zytokin der TFH-Zellen untersucht. Die Produktion und Sekretion von IL-21 ist ein Hinweis auf

stattfindende B-Zell-Hilfe, der Kernaufgabe der TFH-Zellen.
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Abbildung 11 PD-1" T-Zellen in den Atemwegen produzieren IL-21. (A und B) Proben wurden nach 4 h Stimulation mit
PMA und lonomycin gefirbt. (A) Durchflusszytometrische Analyse der CD45RO* T-Helferzellen hinsichtlich der IL-21-
Produktion und PD-1-Expression. Die Prozentzahlen geben die Frequenz der umrahmten Population an. Gezeigt ist ein
reprasentativer Spender. (B) Vergleichende Darstellung der Frequenz der IL-21-produzierenden Population in Tonsille,
PBMC und BAL im Saulendiagramm. Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einer Probe, die Hohe der Saulen
entspricht dem arithmetischen Mittel. (C) Vergleichende Darstellung der Konzentration des Zytokins IL-21 im BAL-
Uberstand zwischen Sarkoidose-Patienten und Kontrollen im S3ulendiagramm. Die Héhe der S3ulen entspricht dem
arithmetischen Mittel = Standardfehler (SEM). Patienten n=16; Kontrollen n=7; * p < 0,05; ** p < 0,01

Nach Restimulation fanden sich hohe Frequenzen IL-21-produzierender T-Zellen in den
entziindeten Atemwegen. In 43 % der CD45RO" T-Helferzellen lieR sich IL-21 nachweisen, im

Gegensatz dazu nur in 11 % der tonsillaren und in 3,4 % der zirkulierenden T-Helferzellen
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(Abbildung 11B). In der Tonsille waren alle IL-21-produzierenden T-Zellen zusatzlich PD-1". Eine
vergleichbare IL-21" PD-1" Population fand sich auch in der BAL wieder (Abbildung 11A).

Zusitzlich konnte in dem Uberstand der BAL von Sarkoidose-Patienten eine signifikant erhéhte
Konzentration von IL-21 festgestellt werden. Die IL-21-Konzentration in der Kontrollgruppe,
Patienten ohne lymphozytdre Alveolitis oder Infektion der Atemwege, war dagegen unterhalb der
Detektionsgrenze (Abbildung 11C).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die T-Zellen in den entziindeten Atemwegen, im
Vergleich zu klassischen TFH-Zellen aus sekundar lymphatischen Organen, eine deutlich erhdhte

IL-21-Produktion zeigten und somit vermutlich in den Atemwegen B-Zell-Hilfe leisten konnen.

3.2.3 T-Zellen in den Atemwegen zeigen eine erhohte Expression des TFH-Zell-Markers
CD40L

Neben IL-21 ist auch die Expression von CD40L ein Anhaltspunkt fir das B-Zell-Helfer Potential
von TFH-Zellen. Uberexpression von CD40L auf T-Zellen fiihrt in B-Zellen zu intensiver Aktivierung

und Antikdrperproduktion **

. ICOS vermittelt wichtige kostimulatorische Signale in TFH-Zellen.
Zusammen mit PD-1 sind CD40L und ICOS demnach wichtige Marker fiir TFH-Zellen.

Die CD45RO" FoxP3™ T-Helferzellen in der Tonsille zeigten eine deutliche PD-17ICOS* Population,
die in den PBMC und den entziindeten Atemwegen nicht zu finden war (Abbildung 12A). Betrachtet
man die ICOS-Expression isoliert, zeigte sich, dass die tonsillaren T-Helferzellen die hochste ICOS-
Expression aufwiesen. Die CD45RO" FoxP3™ T-Helferzellen in den Atemwegen exprimierten weniger
als halb so viel ICOS, wie die tonsillaren T-Zellen und in PBMC nur ein Sechstel so viel (Abbildung
12C). Allerdings zeigten vor allem die T-Zellen aus der BAL mit einer hohen PD-1-Expression
tendenziell eine héhere ICOS-Expression. Diese Tendenz lasst sich bei den zirkulierenden T-Zellen
nicht finden.

CD40L wurde in der Tonsille sowie in den entziindeten Atemwegen auf den CD69"
T-Helferzellen gesteigert exprimiert (Abbildung 12B). Bezogen auf die Fluoreszenzintensitat zeigten
die T-Helferzellen aus der BAL eine mehr als doppelt so hohe Expression von CD40L als tonsilldre
T-Zellen. Unter den zirkulierenden T-Helferzellen waren keine CD40L" Zellen nachweisbar
(Abbildung 12D).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die CD45RO" FoxP3™ T-Helferzellen aus den entziindeten
Atemwegen CD40L starker exprimierten als ihr Pendant aus sekundar lymphatischen Organen. Die
ICOS-Expression in der BAL war dagegen geringer als in der Tonsille, aber héher als im peripheren

Blut.
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Abbildung 12 T-Zellen der Atemwege zeigen eine erhohte Expression des TFH-Zell-Markers CDA4O0L.
(A) Durchflusszytometrische Analyse der CD45RO" FoxP3™ T-Helferzellen hinsichtlich der TFH-Zell-Marker PD-1 und ICOS.
Die Prozentzahlen geben die Frequenz der umrahmten Population an. Gezeigt ist ein reprasentativer Spender.
(B) Durchflusszytometrische Analyse der CD45RO’ FoxP3  T-Helferzellen hinsichtlich der CDA4OL-Expression. Die
Prozentzahlen geben die Frequenz der umrahmten Population an. Gezeigt ist ein reprdsentativer Spender.
(C) Vergleichende Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitat von ICOS in Tonsille, PBMC und BAL im Sdulendiagramm.
Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einer Probe, die Hohe der Saulen entspricht dem arithmetischen Mittel. (D) Das
Histogramm zeigt die mittlere Fluoreszenzintensitdt von CD40L im Vergleich zwischen Tonsille, PBMC und BAL.
Vergleichende Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitdt von CD40L in Tonsille, PBMC und BAL im Saulendiagramm.
Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einer Probe, die Héhe der Saulen entspricht dem arithmetischen Mittel. ns
nicht signifikant* p < 0,05

3.2.4 BAL T-Zellen haben einen gewebsstindigen Phinotyp

In einem nichsten Schritt sollten die CD45R0O" FoxP3™ T-Helferzellen auf die Expression des
Chemokinrezeptors CXCR3, der bei der Migration in die entziindete Lunge eine signifikante Rolle

spielt 8, und CD69, das von gewebsstandigen Zellen exprimiert wird, untersucht werden.
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Die T-Helferzellen aus den entziindeten Atemwegen und der Tonsille unterschieden sich nicht
beziiglich ihrer CD69-Expression. Mit einer Frequenz von 72 % beziehungsweise 67 % CD69"
T-Helferzellen exprimierten sie signifikant mehr CD69 als die zirkulierenden CD45RO" FoxP3
T-Helferzellen, auf denen keine CD69-Expression nachgewiesen werden konnte (Abbildung 13A

und B).
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Abbildung 13 BAL T-Zellen zeigen einen aktivierten, gewebsstdndigen Phanotyp. (A) Durchflusszytometrische Analyse der
CXCR3- und CD69-Expression auf CD45RO FoxP3™ T-Helferzellen. Gezeigt ist ein reprasentativer Spender. (B) Vergleichende
Darstellung der Frequenz der CD69" Population und der mittleren Fluoreszenzintensitit von CXCR3 in Tonsille, PBMC und
BAL im Sdulendiagramm. Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einer Probe, die Hohe der Saulen entspricht dem
arithmetischen Mittel. (C) Vergleichende Darstellung der Konzentration des Zytokins CXCL10 im BAL-Uberstand zwischen
Sarkoidose-Patienten und Kontrollen im Sdulendiagramm. Die Hohe der Sdulen entspricht dem arithmetischen Mittel +
Standardfehler (SEM). Patienten n=16; Kontrollen n=7; * p < 0,05; ** p < 0,01

CD45RO" FoxP3 T-Helferzellen aus Tonsille und PBMC zeigten nur ein niedriges Expressionslevel
des Chemokinrezeptors CXCR3. In den entziindeten Atemwegen finden sich fast ausschlieRlich
CXCR3" T-Helferzellen, wohingegen tonsilldre und zirkulierende T-Zellen weitesgehend CXCR3 sind
(Abbildung 13A und B). CXCR3 ist der Rezeptor fiir das Zytokin CXCL10. CXCL10 wiederum wird
durch IFN-y induziert und somit vermehrt in entziindetem Gewebe ausgeschiittet und lockt die
CXCR3-exprimierenden Zellen an den Ort der Inflammation. Im Uberstand der Sarkoidose-BAL

konnten signifikant erhohte CXCL10-Konzentrationen nachgewiesen werden. In Sarkoidose-
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Patienten war die Konzentration mit 290 pg/ml mehr als finfmal so hoch wie in der
Vergleichsgruppe. Dies wiirde die hohe Frequenz der CXCR3" T-Zellen in der BAL erklaren.
Insgesamt zeigten die T-Helferzellen aus den entziindeten Atemwege Charakteristika

gewebsstiandiger Zellen mit einer groRen Population an CD69" und CXCR3" T-Zellen.

3.2.5 IL-21-Produktion in BAL T-Zellen korreliert mit IL-2- und IFN-y-Produktion

In 3.2.2 wurde bereits gezeigt, dass die T-Helferzellen aus den entziindeten Atemwegen IL-21
produzieren. Neben IL-21, als charakteristisches Zytokin der TFH-Zellen, spielen auch noch andere
Zytokine fiir diese T-Zell-Subpopulation beziehungsweise in der Pathophysiologie der Sarkoidose
eine Rolle. In einem weiteren Schritt sollte untersucht werden, welche weiteren Zytokine von den
IL-21-produzierenden Zellen gebildet werden.

Sarkoidose wird als Thl-vermittelte Erkrankung beschrieben, die mit erhohter Produktion des

® Im Einklang mit dieser Beobachtung

proinflammatorischen Zytokins IFN-y einhergeht
produzierten 61 % der CD45RO* T-Helferzellen der Atemwege nach Restimulation IFN-y. Im
Vergleich dazu zeigten nur 4,7 % der tonsillaren T-Helferzellen und 20 % der zirkulierenden
T-Helferzellen einen IFN-y* Phinotyp. In den entziindeten Atemwegen fand sich in der
durchflusszytometrischen Analyse eine Population IFN-y und IL-21 doppelt-produzierenden
T-Helferzellen (Abbildung 14A). Mit Hilfe des d¢-Korrelationskoeffizienten-Tests konnte gezeigt
werden, dass die Expression von IFN-y und IL-21 in der BAL positiv korreliert war (¢ = 0,18). Fir die
IFN-y" T-Helferzellen aus der Tonsille konnte keine positive Korrelation nachgewiesen werden
(d =0,02). In einer Studie von Robinson und Kollegen konnte zudem gezeigt werden, dass Patienten
mit aktiver Sarkoidose mehr IFN-y freisetzen, als Patienten in einer inaktiven Krankheitsphase. Auch
Patienten unter Kortikosteroid-Therapie, Therapie erster Wahl in Sarkoidose, zeigen eine verringerte
IFN-y-Sekretion *°.

T-Helferzellen aus BAL und Tonsille unterschieden sich ebenfalls in Bezug auf die Population der
IL-2-produzierenden Zellen. IL-2 wird vor allem von T-Zellen produziert und wird auch als T-Zell-
Proliferationsmarker bezeichnet. In der BAL war die Frequenz der IL-2" T-Helferzellen mit 58 %
dreimal héher als im tonsillairen Gewebe und doppelt so hoch wie in zirkulierenden T-Zellen. Analog
zu den IFN-y- und IL-21-doppelt-produzierenden T-Helferzellen lieR sich in der BAL ebenfalls eine
gleichzeitige Expression von IL-2 und IL-21 feststellen (Abbildungen 14B). Sowohl fir die
T-Helferzellen aus den entziindeten Atemwegen als auch der Tonsille war die Expression von IL-2
und IL-21 positiv korreliert (¢ = 0,28 beziehungsweise ¢ = 0,23). Diese Ergebnisse stehen in Einklang
mit den Funden vorangegangener Studien, die bereits die wichtige Rolle von IL-2 in der Pathogenese

von Sarkoidose aufzeigen konnten *°.
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Da bei Sarkoidose neben einer Thl-Antwort auch eine Th17-Antwort beschrieben wurde, ist
hier das charakteristische Zytokin der Th17 Zellen, IL-17A, bestimmt worden. Zudem tragt IL-17 Gber
Neutrophilen-Rekrutierung zur Granulombildung bei Sarkoidose bei 7, Allerdings lieR sich nur in
1,6 % der BAL T-Helferzellen die Produktion von IL-17A nachweisen. In der Tonsille waren 5,9 % der
T-Helferzellen IL-17A", unter den PBMC 0,5 % (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 14 Unter den BAL T-Zellen finden sich IFN-y-IL-21-Doppelproduzenten und IL-2-IL-21-Doppelproduzenten.
Proben wurden nach 4 h Stimulation mit PMA und lonomycin gefarbt. (A) Durchflusszytometrische Analyse der IFN-y- und
IL-21-produzierenden CD45RO" T-Helferzellen. Gezeigt ist ein reprasentativer Spender. Vergleichende Darstellung der
Frequenz der IFN-y-Produzenten in Tonsille, PBMC und BAL im Sdulendiagramm. Jeder Punkt in den Diagrammen
entspricht einer Probe, die Hohe der Sdulen entspricht dem arithmetischen Mittel. (B) Durchflusszytometrische Analyse
der IL-2- und IL-21-produzierende CD45RO’ T-Helferzellen. Gezeigt ist ein reprasentativer Spender. Vergleichende
Darstellung der Frequenz der IL-2-Produzenten in Tonsille, PBMC und BAL im Saulendiagramm. Jeder Punkt in den
Diagrammen entspricht einer Probe, die Hohe der Saulen entspricht dem arithmetischen Mittel. ns nicht signifikant;
** p<0,01

IL-4, welches neben IL-21 von TFH-Zellen produziert wird und den Klassenwechsel der B-Zellen
steuert, wurde von nur 1,8 % der T-Helferzellen in der BAL produziert. In der Tonsille zeigten 2 % der
CD45RO" T-Helferzellen die Fahigkeit zur IL-4-Produktion, unter den PBMC dagegen 4,4 % (Daten
nicht gezeigt).

Zusammen mit IL-21 sind IL-2 und IFN-y die am haufigsten gebildeten T-Zell-Zytokine in den
entziindeten Atemwegen. Dabei produziert ein GroRteil der T-Zellen IL-2 oder IFN-y zeitgleich mit

IL-21.
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3.2.6 Gedichtnis-T-Helferzellen sind in der Lage B-Zell-Hilfe zu leisten

Um zu untersuchen, ob T-Helferzellen aus den Atemwegen das Potential besitzen, B-Zell-Hilfe
zu leisten, wurden CD19 CD4" CD45RA” Gedachtnis-T-Helferzellen aus der BAL sortiert und in Prasenz
von Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) mit Gedachtnis-B-Zellen aus tonsillirem Gewebe
kokultiviert. Nach 7 Tagen wurde der Uberstand abgenommen und mittels ELISA die Immunglobulin-
Konzentration bestimmt. Als Kontrolle wurden Gedachtnis-B-Zellen mit SEB jedoch ohne

T-Helferzellen kultiviert (Abbildung 15A).
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Abbildung 15 Gedachtnis-T-Helferzellen aus der BAL sind in der Lage B-Zell-Hilfe zu leisten. (A) Schematische Darstellung
des experimentellen Aufbaus. Aus der BAL wurden CD19  CD4* CD45RA” Gedéchtnis-T-Helferzellen sortiert und 1:1 mit
Gedichtnis-B-Zellen aus der Tonsille in Prasenz von 4 ng/ml SEB kokultiviert. Es wurde jeweils dieselbe Tonsille verwendet,
die BAL stammte von unterschiedlichen Patienten. Der Uberstand wurde nach 7 Tagen abgenommen und die
Immunglobulin-Konzentration mittels ELISA bestimmt. Als Kontrolle wurden Gedachtnis-B-Zellen mit SEB stimuliert.
(B) Sdulendiagramme zeigen die Konzentration von IgA, 1gM bzw. 1gG im Kulturiiberstand im Vergleich zur Kontrolle. Die
Hohe der Saulen entspricht dem arithmetischen Mittel + Standardfehler (SEM). ** p < 0,01; *** p <0,001

Nach 7 Tagen in vitro Kokultur lieRen sich im Uberstand von den sortierten BALs die Produktion
des mukosalen Immunglobulins IgA nachweisen. Im Vergleich dazu waren die B-Zellen der
Kontrollgruppe nicht in der Lage IgA zu produzieren. Auch die IgM- und IgG-Produktion konnten die
Gedachtnis-T-Helferzellen in den Gedachtnis-B-Zellen induzieren (Abbildung 15B). Wahrend IgM das
erste Immunglobulin ist, welches im Laufe einer Immunantwort produziert wird, kann IgG erst nach

dem Klassenwechsel gebildet werden. BAL #6 zeigte besonders hohe Immunglobulin-
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Konzentrationen bei allen drei Subklassen. Dies korrelierte allerdings nicht mit einer besonders
hohen Frequenz von IL-21" Zellen (Daten nicht gezeigt). Naive tonsillire CD4" T-Zellen konnten nur
eine sehr geringe Immunglobulinproduktion in B-Zellen stimulieren. Mit 20,1 ng/ml IgM und
1,5 ng/ml 1gG liegen die naiven T-Zellen sehr deutlich unter den T-Zellen aus der BAL. Auch tonsilldre
CD4" Gedichtnis-T-Zellen wurden mit Gedichtnis-B-Zellen kokultiviert. Die Immunglobulin-
Konzentrationen fir IgM und I1gG lagen hierbei mit 1788 ng/ml beziehungsweise 4591 ng/ml
nochmals héher als in der Kokultur mit BAL CD4" Gedichtnis-T-Zellen (Daten nicht gezeigt).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass T-Helferzellen aus den entziindeten
Atemwegen durch Interaktion mit B-Zellen in vitro Immunglobulin-Produktion induzieren und somit

B-Zell-Hilfe leisten kdnnen.

3.2.7 PBMC von Sarkoidose-Patienten exprimieren mehr CD40L, PD-1 und CXCR3 im
Vergleich zu gesunden Probanden

Neben der bronchoalveolaren Lavage wurden auch PBMC von Sarkoidose-Patienten akquiriert.

Diese wurden mit PBMC von gesunden Probanden verglichen.

CD3+CD4+CD45RO+FoxP3-
CD40L CD40L PD-1 CXCR3
4001 800+ 3001 *
100 ] . *
1 = 3004 600 P
X% g a & 200
(=] >
= . 3) o 3]
p T 200 & 400 =
9 4] § g 2 100-
= o 100+ © 200 s
20
0 ™ ‘L. . T -+ - o+
o 10% 10° 10* 10° @ ) @ )
W & W & N &
CD40L p éo 6\6" (&o 6‘°° y &‘0 6‘60
€8 € €

B Kontrolle
[ sarkoidose

Abbildung 16 Zirkulierende T-Helferzellen von Sarkoidose-Patienten exprimieren mehr CD40L, PD-1 und CXCR3 im
Vergleich zu gesunden Probanden. (A) Das Histogramm vergleicht die mittlere Fluoreszenzintensitat von CD40L auf PBMC
von Sarkoidose-Patienten mit gesunden Probanden. Gezeigt ist ein reprasentativer Spender. (A-C) Darstellung der
mittleren Fluoreszenzintensitat von CD40L, PD-1 und CXCR3 auf PBMC von Sarkoidose-Patienten im Verlgeich mit
gesunden Kontrollen im Sdulendiagramm. Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einer Probe, die Héhe der Saulen
entspricht dem arithmetischen Mittel. * p < 0,05

Dabei zeigte sich eine mehr als doppelt so hohe Expression von CD40L auf den CD45RO" FoxP3"
T-Helferzellen der Sarkoidose-Patienten (Abbildung 16A). In Systemischem Lupus Erythematodes
(SLE) konnte bereits gezeigt werden, dass die zirkulierenden T-Zellen mehr CD40L exprimieren als in

einer Vergleichsgruppe **. Analog zu den BAL CD4" T-Zellen der Sarkoidose-Patienten kamen PD-1*
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T-Zellen bei Sarkoidose-Patienten auch im Blut vermehrt vor (Abbildung 16B). Neben CD40L und
PD-1 war auch die Fluoreszenzintensitat von CXCR3 auf den T-Helferzellen von Sarkoidose-Patienten
siebenmal héher als in der gesunden Kontrollgruppe (Abbildung 16C).

Zirkulierende T-Helferzellen von Sarkoidose-Patienten zeigten demnach durch erhéhte CD40L-
Expression einen aktivierten Phanotyp mit Potential zur B-Zell-Hilfe und durch erhohte CXCR3-
Expression die Bereitschaft ins entziindete Gewebe einzuwandern. AulRerdem lieB sich eine

vermehrte Expression des TFH-Markers PD-1 nachweisen.

3.3 Charakterisierung von B-Zellen in bronchoalveolirer Lavage bei
Sarkoidose-Patienten

In den Granulomen, die sich bei Sarkoidose bilden, lassen sich B-Zell-Aggregate finden.

% Im

Innerhalb dieser Aggregate stehen die B-Zellen in engem Kontakt zu CD45RO" T-Zellen
Gegensatz zu T-Zellen sind B-Zellen in der bronchoalveoldren Lavage von interstitiellen
Lungenerkrankungen kaum untersucht. Da gezeigt werden konnte, dass T-Zellen aus BAL B-Zell-Hilfe
leisten kénnen (3.2.6) und Zytokine und Molekiile exprimieren, die ein B-Zell-Helfer Potential der
T-Zellen vermuten lassen (3.2.2, 3.2.3), stellt sich die Frage, welche Art von B-Zellen sich in der BAL
finden und ob Keimzentrums-B-Zellen darunter sind.

Abbildung 17A stellt die Gating-Strategie dar. Sofern nicht anders erwdhnt, beruhen alle
folgenden Abbildungen auf diesem Schema und stellen die CD19* CD20" Population dar.

B-Zellen allein Gber die CD19-Expression zu definieren, stellte sich auf BAL B-Zellen als schwierig
heraus, da sich keine klare Population von CD19" Zellen abgrenzen lieR. In Kombination mit CD20
war dies jedoch gut moglich. CD20 ist ein Marker, der sich auf allen B-Zellen findet mit Ausnahme
von Pro-B-Zellen, der ersten Entwicklungsstufe von B-Zellen im Knochenmark, und Plasmazellen »,
In der BAL lieRen sich allerdings keine CD27"" CD38"" Plasmazellen finden (Daten nicht gezeigt). Da
keine Plasmazellen nachweisbar waren, konnte B-Zellen in der BAL als CD19* CD20" definiert
werden, ohne dass eine wichtige B-Zell-Population ausgeschlossen wurde.

Um die Interaktion von T- und B-Zellen in entziindeten Atemwegen besser verstehen zu
kénnen, wurden die B-Zellen aus der BAL mit denen aus tonsillarem Gewebe als lymphoides Organ,
und PBMC, als gesunde Kontrolle, verglichen.

Die B-Zell Frequenzen in der BAL, bezogen auf die Lymphozytenpopulation im Scattergate,
waren mit unter 0,1 % sehr gering. Im Vergleich dazu zeigten die PBMC mit durchschnittlich 7 % und

die Tonsille mit iber 49 % B-Zellen signifikant gréRere B-Zell-Populationen (Abbildung 17B).
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Abbildung 17 Analyse von CD19* CD20" B-Zellen aus BAL, Tonsille und PBMC. (A) Zur Analyse von B-Zellen werden die
Lymphozyten gemaR ihrer GréRe (FSC) und Granularitat (SSC) von anderen Zellen und Zelltrimmern abgegrenzt. Dubletten
werden anhand ihres disproportionalen Verhaltnisses von Flache und Hohe der Scatter ausgeschlossen. Mittels Lebend-
Tot-Farbung (L/D) werden tote Zellen ausgegrenzt, mittels CD3 T-Zellen und mittels CD14 und CD16 Monozyten.
AnschlieBend werden die B-Zellen durch CD19- und CD20-Expression definiert. Sofern nicht anders erwahnt, beruhen alle
folgenden durchflusszytometrischen Analysen auf den hier gezeigten CD3 CD14 CD16 CD19" CD20" B-Zellen. Gezeigt sind
reprasentative Spender. Die Prozentzahlen geben die Frequenz der umrahmten Population an. (B) Frequenzen der CD19"
CD20" von allen lebenden Zellen. Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einer Probe; die Héhe der Saulen entspricht
dem arithmetischen Mittel. * p < 0,05; ** p < 0,01

3.3.1 Inder BAL finden sich klassengewechselte Gedichtnis-B-Zellen, aber keine
Keimzentrums-B-Zellen

Zunachst wurde untersucht, welche Subklassen von B-Zellen in der BAL von entziindeten, aber
nicht-infektiosen Atemwegen gefunden werden kénnen.
Antigen-unerfahrene, naive B-Zellen lassen sich durch das Vorhandensein des Immunglobulins

IgD, welches auf einen noch nicht stattgefundenen Klassenwechsel hindeutet, und das Fehlen des
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Gedachtnis-Zell-Markers CD27 definieren. Gemessen an der Frequenz der naiven B-Zellen lieRen sich
die entzlindeten Atemwege, mit 20 % naiven B-Zellen, mit lymphatischen Organen wie der Tonsille
vergleichen. Unter den PBMC von gesunden Kontrollen hingegen fanden sich mehr als dreimal so

viele Antigen unerfahrene B-Zellen (63 %, Abbildungen 18A und C).
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Abbildung 18 In der BAL sind die Anteile von naiven B-Zellen und Gedachtnis-B-Zellen vergleichbar mit der Tonsille, BAL
B-Zellen zeigen aber keinen Keimzentrums-Phinotyp. (A) Durchflusszytometrische Analyse der CD27 IgD* naiven B-Zellen
und CD27" IgD klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen. Gezeigt ist eine représentative Probe. Die Prozentzahlen geben
die Frequenz der umrahmten Population an. (B) Durchflusszytometrische Analyse der CD27* CD38" Keimzentrums-B-Zellen.
Gezeigt ist eine reprasentative Probe. Die Prozentzahlen geben die Frequenz der umrahmten Population an.
(C-E) Vergleichende Darstellung der Frequenz der CD27 IgD", CD27" IgD’und CD27" CD38" in Tonsille, PBMC und BAL im
Saulendiagramm. Jeder Punkt entspricht einer Probe, die Hohe der Saulen entspricht dem arithmetischen Mittel. ns nicht
signifikant; * p < 0,05

Mit 50 % machen die Gedachtnis-B-Zellen den grofRten Anteil an B-Zellen in der entzlindeten

BAL aus. Gedachtnis-B-Zellen zeichnen sich durch Expression des Gedachtnis-Zell-Markers CD27 aus.
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Sie lassen sich weiter unterteilen in IgM-Gedachtnis-Zellen, welche noch keinen Klassenwechsel
vollzogen haben und daher weiter IgD exprimieren. Nach dem Klassenwechsel verschwindet die IgD-
Expression und die Zellen werden als klassengewechstelte Gedachtnis-B-Zellen bezeichnet. IgM-
Gedachtnis-Zellen machten in allen untersuchten Geweben nur eine kleine Population aus. Ungefahr
die Halfte der B-Zellen in BAL und Tonsille zeigten einen klassengewechselten Gedachtnis-Phanotyp.
In den PBMC war die klassengewechselte Gedachtnis-Zellpopulation nicht signifikant kleiner
(Abbildungen 18A und D). Auch in B-Zellen aus Synovialflissigkeit von RA-Patienten finden sich
shnliche Frequenzen an klassengewechstelten Gedéchtnis-B-Zellen *®.

Da unter 3.2.6 gezeigt werden konnte, dass T-Zellen aus der entziindeten BAL in der Lage sind
B-Zell-Hilfe zu leisten, stellte sich die Frage, ob auch Keimzentrums-B-Zellen in der BAL zu finden
sind. Keimzentrums-B-Zellen wurden als CD27" CD38" Zellen definiert. Interessanterweise lieRen sich
jedoch kaum Keimzentrums-B-Zellen in den entziindeten Atemwegen nachweisen (1,2 %). Nur im
lymphatischen Gewebe zeigten 12 % der CD19" CD20" B-Zellen einen Keimzentrums-Phinotyp
(Abbildung 18E).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich gleich viele Gedachtnis-B-Zellen in den
entziindeten Atemwegen wie im tonsillairen Gewebe finden lassen, jedoch fast keine Keimzentrums-

B-Zellen in der BAL zu finden sind.

3.3.2 BAL B-Zellen zeigen Charakteristika von chronisch-aktivierten, gewebsstandigen
B-Zellen

Um den Phanotyp der B-Zellen in der BAL noch besser verstehen zu kénnen, wurden die Zellen
auf verschiedene Marker hinsichtlich ihrer Aktivierung, Gewebsstandigkeit und Proliferation
untersucht.

Wehr und Kollegen beschrieben 2004 eine Population an B-Zellen, welche CD21
herunterregulierten, als chronische aktivierte B-Zellen und als Zeichen einer gerade ablaufenden

Immunreaktion %

. Wie in Abbildung 19 gezeigt, fanden sich diese Zellen auch in den entziindeten
Atemwegen von Sarkoidose-Patienten. Im Vergleich zu Tonsille und PBMC exprimierten die B-Zellen
in der BAL signifikant weniger CD21und entsprachen somit der von Wehr untersuchten Population
(Abbildung 19A).

Analog zu den T-Zellen wurden der Chemokinrezeptor CXCR3 und der Aktivierungsmarker
CD69, als Marker fir gewebsstandige Zellen gefarbt. Beide Molekiile waren im Vergleich zu den
zirkulierenden B-Zellen in tonsillaren B-Zellen und den entziindeten Atemwegen vermehrt
exprimiert (Abbildung 19B). Wahrend die CD69-Expression in Tonsille und BAL nahezu gleich hoch

war, unterschieden sich beide Gewebe hinsichtlich der Expression von CXCR3. Die B-Zellen aus den

entziindeten Atemwegen exprimierten doppelt so viele CXCR3-Molekiile.
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Abbildung 19 BAL B-Zellen zeigen einen chronisch-aktivierten, gewebsstiandigen Phdnotyp.
(A-D) Durchflusszytometrische Analyse der CD21-, CD69-, CXCR3-, FcRL4- und Ki-67-Expression auf CD19" CD20" B-Zellen
aus der BAL. Die Prozentzahlen geben die Frequenz der umrahmten Population an. (A) Das Histogramm zeigt die mittlere
Fluoreszenzintensitat von CD21 im Vergleich zwischen Tonsille, PBMC und BAL. Vergleichende Darstellung der mittleren
Fluoreszenzintensitat von CD21 in Tonsille, PBMC und BAL im Sdulendiagramm. (B) Vergleichende Darstellung der
mittleren Fluoreszenzintensitdit von CXCR3 und der Frequenz CD69" B-Zellen in Tonsille, PBMC und BAL im
Saulendiagramm. (C-D) Vergleichende Darstellung der Frequenz der FcRL4" und Ki-67" B-Zellen in Tonsille, PBMC und BAL
im Saulendiagramm. Jeder Punkt in den Diagrammen entspricht einer Probe, die Hohe der Saulen entspricht dem
arithmetischen Mittel. Gezeigt sind jeweils reprasentative Proben. ns nicht signifikant; * p < 0,05; ** p < 0,01

Als weiterer Marker fur gewebsstiandige B-Zellen wurde Fc-Receptor-like 4 (FCRL4), ein Mitglied

der Fc-Rezeptorfamilie, der die Signalgebung des B-Zell-Rezeptors unterbinden kann, untersucht %%,

FcRL4 spielt eine Rolle in der B-Zell Aktivierung und Differenzierung und ldsst sich unter anderem auf

proinflammatorischen B-Zellen im Synovium von Patienten mit Rheumatoider Arthritis finden '%.
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Laut Gene Expression Atlas des Europdischen Instituts fiir Bioinformatik (EBI) wird FcRL4
tiberwiegend in der Tonsille exprimiert, jedoch kaum im Lungengewebe selbst '®. Wie Abbildung
19C jedoch zeigt, exprimierten die B-Zellen der entziindeten Atemwege von Sarkoidose-Patienten
achtmal so viel FcRL4 im Vergleich zu den tonsillaren B-Zellen. In beiden Geweben fanden sich
allerdings signifikant mehr FcRL4" B-Zellen als in den PBMC (Abbildung 19C).

Im nachsten Schritt wurde die Expression des nukledren Zellzyklusproteins Ki-67, welches auf
proliferierende Zellen hinweist, untersucht. In den entziindeten Atemwegen zeigten 8 % der Zellen
einen Ki-67" Phinotyp und damit keinen signifikanten Unterschied zu den B-Zellen aus tonsillirem
Gewebe oder PBMC. Allerdings proliferierten die BAL B-Zellen in der Tendenz weniger als die
tonsillaren B-Zellen und mehr als zirkulierende B-Zellen (Abbildung 19D).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die B-Zellen der entziindeten Atemwege einen
chronisch-aktivierten Phanotyp zeigen, gewebsstdandig und proinflammatorisch sind, aber wenig

proliferieren.

3.3.3 Erhohte Immunglobulin-Konzentrationen in bronchoalveolarer Lavage von
Sarkoidose-Patienten

Um die Immunglobulin-Produktion der B-Zellen in der entziindeten BAL untersuchen zu
kénnen, wurde die Konzentration verschiedener Immunglobulin-Subklassen im Uberstand der BAL
von Sarkoidose-Patienten gemessen und mit der BAL von nicht-entziindlichen Kontrollen verglichen.
Als Kontrollen wurden Tumorpatienten und Patienten mit idiopathischem Husten ohne
lymphozytare Alveolitis gewahlt.

IgA, welches vorherrschend in mukosalem Gewebe produziert wird, wurde in Sarkoidose-
Patienten in nahezu dreifach héheren Konzentrationen sezerniert (Abbildung 20A). Das erste
Immunglobulin das wahrend einer Immunantwort produziert wird, 1gM, lieB sich in sehr hohen
Konzentrationen im BAL-Uberstand von Sarkoidose-Patienten nachweisen, wihrend es in der
Kontrollgruppe in kaum messbaren Konzentrationen vorlag (Abbildung 20B). Auch IgG, das im Serum
haufigste Immunglobulin, welches erst nach der Keimzentrumsreaktion und erfolgtem
Klassenwechsel gebildet wird, wurde von Sarkoidose-Patienten in mehr als doppelter Konzentration
produziert (Abbildung 20C).

In einem nachsten Schritt wurden die IgG-Subklassen genauer betrachtet. In der BAL von
Sarkoidose-Patienten lieR sich eine fiinffach erhéhte Konzentration von IgG1l nachweisen, was fir
eine Thl-vermittelte Reaktion spricht. 1gG2 zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen
Sarkoidose-Patienten und der Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu wurden nahezu sechsfach erhéhte
IlgG3-Konzentrationen in der Patientengruppe nachgewiesen. Chronische Entziindungen, wie

beispielsweise Allergien, koénnen zu einer IgG4-dominierten Immunantwort fiihren %
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Durchschnittlich zeigten die Proben von Sarkoidose-Patienten eine mehr als dreifach erhohte

Produktion von IgG4 (Abbildung 20D).
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Abbildung 20 Erhdéhte Immunglobulin-Konzentrationen in BAL von Sarkoidose-Patienten. (A-D) Uberstand der BAL-
Proben von Sarkoidose-Patienten wurde mittels ELISA auf Immunglobulin-Konzentrationen untersucht und mit ohne
lymphozytare Alveolitis und ohne Infektion verglichen, die als Kontrolle dienten. Vergleichende Darstellung der
Konzentration der Immunglobuline IgA, 1gM und IgG, sowie der 1gG-Subklassen IgG1, 1gG2, 1gG3 und IgG4 zwischen
Sarkoidose-Patienten und Kontrollen im Sdulendiagramm. Die Héhe der Sdulen entspricht dem arithmetischen Mittel +
Standardfehler (SEM). ns nicht signifikant; ** p <0,01; *** p < 0,001

Diese Ergebnisse zeigen, dass alle untersuchten Immunglobulin-Klassen mit Ausnahme von 1gG2

im BAL-Uberstand von Sarkoidose-Patienten signifikant erhéht waren; wobei IgM, 1gG1 und IgG3

eine besonders stark erhéhte Konzentration zeigten.
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4 Diskussion

4.1 TFH-dhnliche Zellen aus murinem Lungengewebe und humaner BAL
im Vergleich

Sowohl bei der Untersuchung der humanen BAL als auch des murinen Lungengewebes konnten
keine klassischen PD-1" CXCR5" TFH-Zellen gefunden werden. Die murinen und humanen CD4"
T-Zellen zeigten zwar eine hohe PD-1-Expression, jedoch waren kaum CXCR5" T-Zellen nachweisbar.
Auch der fiir TFH-Zellen charakteristische Transkriptionsfaktor Bcl-6 wurde von den T-Helferzellen in
Mensch und Maus nicht exprimiert (Abbildungen 3 und 10). Trotz des fehlenden klassischen TFH-
Phanotyps waren Gedachtnis-T-Zellen aus der humanen BAL in der Lage, Immunglobulinproduktion
in B-Zellen zu induzieren (Abbildung 15). Gleiches gilt auch fir die T-Zellen aus der Lunge im
Atemwegsinflammationsmodell, wie frithere Arbeiten der Arbeitsgruppe zeigten **. AuRerdem lieR
sich die Produktion des fir TFH-Zellen charakteristischen Zytokins IL-21 in den T-Zellen in Mensch
und Maus nachweisen. CD4" T-Zellen aus der BAL zeigten die Fihigkeit zu einer gesteigerten IL-21-
Produktion im Vergleich mit tonsilliren CD4" T-Zellen (Abbildung 11). Auch CD40L wurde in Mensch
und Maus gleichermaRen auf CD4" T-Zellen aus der Lunge nachgewiesen und iibertraf die Expression
auf klassischen TFH-Zellen aus SLOs (Abbildungen 5 und 12).

Die T-Helferzellen aus murinem Lungengewebe und humaner BAL zeigen zudem eine hohe
CD69-Expression. CD69 wird invers zu Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-1 (S1PR1) reguliert, welcher
wiederum von KLF2 reguliert wird. S1IPR1 vermittelt das Auswandern von Lymphozyten aus dem
Gewebe, folglich deuten niedrige S1PR1- und somit hohe CD69-Expression auf einen
gewebsstandigen Phanotyp hin ®°. Bei den in dieser Arbeit untersuchten T-Helferzellen handelt es
sich demzufolge um Zellen, die langerfristig im Gewebe verbleiben und nicht um zirkulierende
Zellen.

Die TFH-dhnlichen Zellen, sowohl im murinen als auch im humanen Atemwegssystem lassen
sich als IL-21-produzierende PD-1* CD40L* CXCR5 Bcl-6" T-Zellen beschreiben. Fiir die murinen 1L-21*
PD-1" Lungen-T-Zellen konnte gezeigt werden, dass sie klassischen TFH-Zellen auf transkriptioneller
Ebene stark dhneln (Abbildung 7). Das B-Zell-Helfer-Potential der T-Zellen aus der BAL konnte durch
Induktion der Immunglobulinproduktion in B-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 15). Auch
andere Gruppen konnten bereits in einem Asthma-Mausmodell PD-1" CXCR5 CD4" T-Zellen
nachweisen, die IL-21 produzierten '®. Weitere Studien belegen die Existenz TFH-ahnlicher Zellen in
anderen Geweben; bereits 2008 beschrieben Manzo und Kollegen CXCL13-produzierende T-Zellen in

der Synovialfliissigkeit von RA-Patienten, die weder CXCR5 noch Bcl-6 exprimieren "%, Diese T-Zellen
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wurden von Kobayashi und Kollegen 2013 niher untersucht und als PD-1" Zellen charakterisiert,
welche analog zu den T-Zellen der in dieser Studie untersuchten BAL mehr IL-21 produzieren und
gleichzeitig weniger ICOS exprimieren als die tonsilldren T-Zellen ’®. Rao und Kollegen zeigten, dass
PD-1" T-Zellen aus Synovialgewebe von RA-Patienten in Kokultur mit B-Zellen B-Zell-Hilfe leisten

74
. In

konnen und die Differenzierung in Immunglobulin-produzierende Plasmablasten férdern
Infiltraten muriner Speicheldriisen konnten ebenfalls Bcl-6" CXCR5™ T-Zellen nachgewiesen werden,
welche PD-1 und ICOS exprimieren sowie 1L-21 und IFN-y produzieren '°. Lymphozytare Infiltrate in
Brustkrebspatientinnen zeigen TFH-dhnliche PD-1" ICOS® T-Zellen, die IL-21, IFN-y, CXCL10 und

107.108 | einem Diabetes mellitus

CXCL13 produzieren, aber weder Bcl-6 noch CXCR5 exprimieren
(DM) Typ-1 Mausmodel wurde in Pankreas, Darmmukosa und Speicheldrisen eine IL-21-
produzierende CCR9" Subpopulation von CD4" T-Zellen beschrieben, die zwar Bcl-6" ist, jedoch kein
CXCR5 exprimiert '®. Diese Subpopulation exprimiert auRerdem ICOS und PD-1 und zeigt in einer
Kokultur mit B-Zellen ein gewisses B-Zell-Helfer-Potential. TFH-dhnliche Zellen wurden auch in
Nierenbiopsien von Patienten mit Lupus-Nephritis beschrieben. Diese Zellen zeigen eine hohe PD-1-,
ICOS-, CXCR4- und IL-21-Expression. Obwohl sie in unstrukturierten Infiltraten zu finden sind und
nicht in ektopischen lymphatischen Strukturen mit organisierten Keimzentren, wurden sie als Bcl-6"
beschrieben ''°. Diese Studie beruht jedoch auf einer rein transkriptionellen Analyse von Bcl-6 aus
mikrodissoziiertem Gewebe, so dass nicht eindeutig gesagt werden kann, ob das Bcl-6 Signal von
T-Zellen oder benachbarten B-Zellen mit einem Keimzentrums-Phdnotyp stammt. In einem
Mausmodell fiir systemische Sklerose finden sich CXCR5" Bcl-6" TFH-dhnliche Zellen, die PD-1 und
ICOS exprimieren sowie IL-21 produzieren 1

Diese Ergebnisse zeigen, dass in verschiedenen vorwiegend autoimmun vermittelten
Krankheitsbildern und unterschiedlichen Organen TFH-dhnliche Zellen vorhanden sind, die zwar eine
Kombination aus TFH-Zell Markern, Zytokinen und Transkriptionsfaktoren exprimieren und Potential
zur B-Zell-Hilfe zeigen, sich jedoch deutlich von dem klassischen TFH-Phanotyp unterscheiden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass es sich bei IL-21" PD-1" CD4" T-Zellen aus der
Lunge, um solch einen TFH-dhnlichen Phanotyp handelt. IL-21 und PD-1 scheinen geeignete Marker
zu sein, um diesen Phanotyp zu charakterisieren, da sich mit ihrer Hilfe eine eigenstidndige

Population klar abgrenzen ldsst, was wiederum mit CD40L nicht moglich ist.

4.1.1 Fehlende Expression von Bcl-6 und CXCR5 auf T-Zellen im entziindeten
Lungengewebe

Da die T-Zellen in der Lunge, die B-Zell-Hilfe leisten kdnnen, kein Bcl-6 exprimieren, stellt sich
die Frage, ob man sie zu der Population der TFH-Zellen zdhlen kann. Die Subpopulationen der

T-Helferzellen werden durch die Expression bestimmter Transkriptionsfaktoren und der Produktion
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charakteristischer Zytokine definiert. So werden TFH-Zellen tber den Transkriptionsfaktor Bcl-6 und
das Signaturzytokin IL-21 identifiziert. Die in dieser Arbeit beschriebenen T-Zellen erfiillen nur eine
dieser beiden Voraussetzungen: sie produzieren IL-21. Trotzdem Ulbernehmen sie auch ohne die
Expression von Bcl-6 die wichtigste Aufgabe der TFH-Zellen: sie induzieren die
Immunglobulinproduktion in B-Zellen. Dass B-Zell-Hilfe in Abwesenheit von Bcl-6 moglich ist, zeigen
Experimente an Bcl-6-defizienten Mausen, in welchen sich eine CXCR5 IL-21" IFN-y* ICOS" CD40L*
T-Zellpopulation entwickeln kann, die in der Lage ist B-Zell-Hilfe zu leisten . Beispielsweise wird
IL-21, welches zur Entwicklung hochaffiner Antikérper-produzierenden Plasmazellen beitragt, nicht

von Bcl-6 kontrolliert ™

. Man koénnte die T-Zellen, die in der Lunge B-Zell-Hilfe leisten, als Bcl-6
Subpopulation in der Gruppe der TFH-Zellen verstehen. Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass
es sich um eine andere Population von T-Zellen handelt, welche im entziindeten Gewebe die
Funktion von TFH-Zellen ibernimmt. Dafiir wiirde die fehlende Bcl-6-Expression sprechen. Sowohl
die Koexpression von IFN-y mit IL-21 in BAL T-Zellen, als auch die starke Transkription von IFN-y in
den IL-21" PD-1" T-Zellen der murinen Lunge im Transkriptom kénnten auf einen Th-1-Phinotyp
hindeuten. LPS, welches als Adjuvanz in den murinen Experimenten verwendet wurde, induziert
eine Th1-Antwort, sodass sich die INF-y-Expression erklaren lassen wiirde **. Ob es sich bei den hier
beschriebenen Zellen um ein Subpopulation von TFH-Zellen oder einen Th-1-Phdnotyp mit B-Zell-
Helferfunktion handelt, wéare eine interessante Frage fir weitere Untersuchungen.

Bcl-6-Expression wird durch IL-6, welches von T-Zellen, Makrophagen und Endothelzellen

115

produziert wird, und IL-21 induziert . Bcl-6 wiederum kann die PD-1- und PSGL-1-Expression

116

beeinflussen . Mit Hilfe von Bcl-6-Reporterméausen konnte gezeigt werden, dass Bcl-6 vor allem in

der frihen Phase der TFH-Differenzierung eine Rolle spielt. AnschlieBend wird es langsam

7 'Mit der Herunterregulation von Bcl-6 nahm auch die Proliferation der TFH-

herunterreguliert
Zellen ab. Es stellt sich die Frage, ob die in dieser Arbeit betrachteten T-Zellen Bcl-6 ebenfalls bereits
herunterreguliert haben. Die Herunterregulation von Bcl-6 erfolgte in den Experimenten mit Bcl-6-
Reportermausen zwischen Tag 5 und 10 nach subkutaner Immunisierung mit dem Hiihnereiweil
Ovalbumin. Obwohl die murinen Lungen in dieser Arbeit bereits zwei Tage nach der finalen
Immunisierung untersucht wurden, war keine Bcl-6" Population zu finden. Fiir die humanen Proben
lasst sich dies schwer nachvollziehen. Die Herunterregulation von Bcl-6 im Laufe der TFH-Zell-
Entwicklung scheint demnach eventuell kein Grund fiir die fehlende Expression von Bcl-6 zu sein.

Da die TFH-ahnlichen Zellen kein CXCR5 exprimieren, wurden neben typischen TFH-Zell-
Markern auch Migrationsmarker untersucht, welche bei der Einwanderung in entziindetes Gewebe

eine Rolle spielen. CCR7, der Gegenspieler zu CXCR5, der in SLOs fiir die Einwanderung und den

Verbleib in der T-Zell-Zone verantwortlich ist, ist in der murinen Lunge noch starker supprimiert als
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in den Antigen-spezifischen T-Zellen im Lymphknoten >*. Die murinen CD4*T-Zellen aus der Lunge,
ebenso wie die humanen BAL CD4" T-Zellen zeigten eine hohe Expression des Chemokinrezeptors
CXCR3, der fiur die Migration in entzlindetes Gewebe bedeutend ist (Abbildungen 6 und 13). Eine
gesteigerte Expression von CXCR3 lieR sich auch in den zirkulierenden CD4" T-Zellen in Sarkoidose-
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen feststellen (Abbildung 15). Im Transkriptom der
murinen IL-21-produzierenden PD-1" T-Helferzellen lieR sich ebenfalls eine héhere Expression der
Migrationsmarker CCR2, CCR5 und CXCR6 im Vergleich zu den klassischen TFH-Zellen aus dem
Lymphknoten feststellen (Abbildung 7). Auch diese drei Marker sind fiir die Einwanderung in
entziindetes Gewebe von Relevanz. Morgan und Kollegen beschrieben CXCR6 als Rezeptor zur

118

T-Zell-Rekrutierung in die Lunge mit Augenmerk auf interstitielle Lungenerkrankungen ~*°. Suzaki

und Kollegen messen CCR5, dhnlich wie CXCR6, eine Rolle als Rezeptor fiir die Einwanderung ins

19 CCR2 wird neben der Regulation der Migration in entziindetes

entziindete Lungengewebe bei
Gewebe ebenfalls eine immunregulatorische Funktion bei Lungenfibrose zugeschrieben '*°. Auf
synovialen T-Zellen von RA-Patienten konnte bereits 2001 eine erhdhte Expression von CXCR3 und

121

CCR5 nachgewiesen werden *“'. Eine aktuelle Studie von Rao und Kollegen zeigt auf PD-1°

TFH-ahnlichen Zellen im Synovium von RA-Patienten eine erhdhte Transkription von CCR2 und CCR5
. Weitere Molekiile zur Rekrutierung kénnten CXCL12 und der zugehorige Rezeptor CXCR4,
welcher sowohl auf B-Zellen, als auch auf TFH-Zellen exprimiert wird, sein. CXCL12 wird von einer
Subpopulation von Stromazellen in FDZ-negativen T- und B-Zell-Clustern wahrend einer
Inflammation im Lungengewebe produziert *°. Folglich scheinen CCR2, CCR5, CXCR3, CXCR4 und
CXCR6 gute Kandidaten fur die Rekrutierung TFH-ahnlicher Zellen an den Ort der Inflammation zu
sein. Es ware interessant zu sehen, ob diese Migrationsmarker auch immunhistochemisch in der
Lunge nachzuweisen sind, wo genau diese im Gewebe lokalisiert sind, ob sie in unstrukturierten

Infiltraten zu finden sind und welche von ihnen von T-Zellen bzw. B-Zellen exprimiert werden, die in

diesen Infiltraten in engem Kontakt miteinander stehen.

4.1.2 PD-1 als TFH-Zell-Marker und potentieller therapeutischer Angriffspunkt im
entziindeten Lungengewebe

PD-1 ist einer der wichtigsten Marker zur Charakterisierung von TFH-Zellen. In murinen wie
auch humanen Proben zeigte sich eine Population PD-1" T-Zellen. Zwar war die Expression von PD-1
nicht ganz so hoch wie in den sekundar lymphatischen Organen, dennoch war sie in den T-Zellen der
entziindeten Atemwege und der murinen Lunge signifikant hoher als auf den zirkulierenden
T-Zellen. Auch im Vergleich der zirkulierenden T-Zellen von Sarkoidose-Patienten mit gesunden

Probanden zeigte sich eine gesteigerte PD-1-Expression.
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Diese Ergebnisse bestdtigen die Beobachtung einer héheren PD-1-Expression auf BAL T-Zellen

122 Braun und Kollegen

im Vergleich mit zirkulierenden T-Zellen und gesunden BAL-Kontrollen
konnten zeigen, dass PD-1 in aktiven Krankheitsphasen verstarkt exprimiert wird, mit Ausheilung der
Krankheit normalisiert sich die PD-1-Expression jedoch wieder. Mittels Immunhistochemie konnte
auBerdem gezeigt werden, dass die PD-1-positiven T-Zellen in von Sarkoidose befallenen Lungen vor
allem in der Region um die Granulome herum lokalisiert sind. In der intergranulomatdsen Region
befindet sich ebenfalls eine groRe Anzahl B-Zellen *. Dies spricht fiir eine benachbarte Lokalisation
von T- und B-Zellen und die Moglichkeit, dass in diesen Infiltraten T-B-Kooperation stattfindet. Als
weitere Untersuchung ware hier eine gemeinsame immunhistochemische Farbung beider Zelltypen
interessant, um die benachbarte Lokalisation zu bestitigen. Dass die PD-1* CD4" T-Zellen klassischen
TFH-Zellen &hneln, konnte durch Einzelzell-RNA-Sequenzierung von PD-1" T-Zellen aus dem
Synovium von RA-Patienten gezeigt werden "%,

Eine hohe Expression von PD-1 wird haufig als Zeichen der Erschopfung von Zellen gewertet.
Diese erschopften Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie ihre Effektorfunktion nicht mehr
ausfiihren kénnen und inhibitorische Rezeptoren hochregulieren. Die Folge ist eine verminderte
Effektivitat der Immunantwort ***?>. Zwar spielt diese Funktion von PD-1 in CD8" T-Zellen eine Rolle,
nicht aber in CD4" T-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass PD-1"CD4" T-Zellen durchaus in der Lage
sind nach Kurzzeit-Stimulation Zytokine wie IL-21, CXCL13, IFN-y und IL-10 zu produzieren ’*. Fiir die
T-Zellen aus der BAL von Sarkoidose-Patienten konnte im Rahmen dieser Arbeit dhnliches
festgestellt werden. Die PD-1" T-Zellen produzierten als Antwort auf Stimulation mehr IL-21, IFN-y
und IL-2 als PD-1"T-Zellen.

Die Zytokinexpression und mangelnde Proliferation der CD4" T-Zellen scheint ein zentraler
Aspekt der Pathophysiologie der Sarkoidose zu sein. Die Ausheilung der Erkrankung geht mit der

126 1n vitro

Wiederherstellung der Zytokinproduktion und Zunahme der Proliferation einher
Blockade von PD-1 in T-Zellen von Sarkoidose-Patienten erhéht die Kapazitat zur Proliferation dieser
Zellen ',

Auch in Berylliose, einer granulomatdsen interstitiellen Lungenerkrankung, welche durch
Inhalation von Beryllium-Staub entstehen kann, treten vermehrt PD-1"T-Zellen in der BAL auf 127,
Zudem korreliert die Hohe der PD-1-Expression mit der Schwere der Alveolitis. Durch in vitro
Blockade des PD-1-Liganden konnte die T-Zell-Funktion, bezogen auf die Proliferation von CD4"
T-Zellen, bei Berylliose-Patienten wiederhergestellt werden.

PD-1 spielt also nicht nur in der murinen Lunge und den humanen Atemwegen eine Rolle, seine
Rolle als Marker fir TFH-dhnliche Zellen wurde bereits in anderen Autoimmunerkrankungen

beschrieben und auch in Sarkoidose auRerhalb seiner TFH-Zell-Funktion untersucht.
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4.1.3 TFH-Signaturzytokin IL-21 im entziindeten Gewebe und als potentieller
therapeutischer Ansatzpunkt

IL-21 nimmt eine zentrale Rolle in der Kommunikation zwischen T- und B-Zellen ein und wird
von TFH-Zellen als charakteristisches Zytokin produziert *?%. Dieses Zytokin ist notwendig fiir die
Bildung von Keimzentren, induziert den Klassenwechsel zu IgG und IgA sowie die Immunglobulin-
Produktion in B-Zellen und koordiniert somit die Differenzierung von B-Zellen hin zu langlebigen,

129-131

hochaffinen Plasmazellen . Obwohl sich Keimzentren und Plasmazellen auch in IL-21-Rezeptor-

defizienten Mausen finden, haben diese Keimzentren eine kirzere Lebensdauer und die

Immunglobulinkonzentrationen im Serum nehmen friihzeitiger ab **

. IL-21 ist demnach essentiell,
um voll funktionsfahige Keimzentren und TFH-Zellen zu generieren. Da in IL-21-defizienten Mausen
weniger TFH-Zellen entstehen, spielt IL-21 offensichtlich auch in der TFH-Zell-Differenzierung eine

129,133
Rolle

. Wie in spateren Studien allerdings gezeigt werden konnte, reguliert IL-21 die TFH-
Differenzierung nicht direkt. Stattdessen handelt es sich um einen indirekten Effekt durch die
Wirkung von IL-21 auf B-Zellen *'**. Zusatzlich supprimiert IL-21 die Expression von FoxP3 und
damit die Differenzierung von T-Zellen in regulatorische T-Zellen .

Diese Arbeit zeigte eine héhere Expression von TFH-Markern auf IL-21" T-Zellen aus dem
murinen Lungengewebe als auf deren IL-21" Vergleichspopulation (Abbildung 5). Die humanen BAL
T-Zellen wiesen eine hohe Anzahl IL-21-produzierender T-Zellen auf (Abbildung 11), zudem wurde
IL-21 zusammen mit anderen TFH-Markern koexprimiert.

Neben Sarkoidose gibt es zahlreiche Autoimmunerkrankungen, in denen eine erhéhte IL-21-
Produktion beschrieben wurde, wie beispielsweise chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
(CED), SLE und Hashimoto Thyreoiditis ***>*’. In einem DM-Typ 1 Mausmodell zeigen die
peripheren T-Zellen sowie CCR9" T-Zellen in Pankreas und Speicheldriisen erhdhte IL-21-

138

Expression ~>°. Durch die Blockade des IL-21-Rezeptors konnte der Blutzuckerspiegel in den Mausen

gesenkt werden '

. AuBerdem lassen sich Hinweise auf eine Assoziation von Polymorphismen im
IL-21 Genlokus mit dem Risiko des Auftretens einer Autoimmunerkrankung finden **°.

In einem SLE-Mausmodell zeigen IL-21-defiziente Mause eine erhdhte Protektion gegeniber
der Krankheitsentstehung, denn es lassen sich keine typischen Zeichen des SLE wie
Hypergammaglobulinamie, Autoantikdrperproduktion oder histologische Nierenveranderungen
nachweisen **. Ahnliche Beobachtungen konnten in Mausmodellen fiir experimentelle autoimmune

136,141

Enzephalomyelitis (EAE) und DM-Typ 1 gemacht werden . Im Gegensatz dazu fiihrt eine

Uberexpression von IL-21 im DM-Typ 1 Mausmodell zu erhéhter Produktion proinflammatorischer

Zytokine wie IFN-y **%; Injektion von IL-21 kann murine autoimmune Arthritis triggern **.
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In der humanen BAL fand sich auBerdem eine grofe Subpopulation IL-21- und IFN-y-
koproduzierender T-Zellen. Diese Uberlappung von TFH- und Th1-Phinotyp wird beim Menschen
vor allem kurz nach der Aktivierung der Zellen beobachtet und vermutlich durch IL-21 induziert *.
In einem DM-Typ 1-Mausmodell und in der Darmschleimhaut von CED Patienten konnten ebenfalls
T-Zellen gefunden werden, welche IL-21 und IFN-y parallel exprimieren "%,

Ein IL-21-neutralisierendes Fusionsprotein IL-21R/Fc wurde bereits in Mausmodellen fir
verschiedene Autoimmunerkrankungen eingesetzt. In einem Modell fiir systemische Sklerose wurde
unter Gabe von IL-21R/Fc die Abnahme von PD-1"1COS* CXCR5" TFH-3hnlichen Zellen beobachtet ***.
Eine Verbesserung des klinischen Bilds, der Entziindungszeichen oder der Histologie konnte in

145-148 .
. Eine

Mausmodellen fir CED, murine autoimmune Arthritis, RA und SLE beobachtet werden
Phase-I-Studie mit einem monoklonalen Antikdrper gegen IL-21 (NNC0114-0006) in SLE und eine
Phase-1l-Studie in RA-Patienten sind bereits abgeschlossen, es liegen zurzeit allerdings noch keine
Ergebnisse vor ¥,

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass IL-21 sowie der zugehorige Rezeptor in der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen eine zentrale Rolle einnimmt, insbesondere bei der
B-Zell-Hilfe, und damit einen modglichen Ansatzpunkt flir zukiinftige Therapien bietet, der in

folgenden Untersuchungen naher beachtet werden sollte.

4.1.4 Die Rolle von ICOS als TFH-Marker im Lungengewebe

Die Ergebnisse dieser Arbeit zu ICOS-Expression im Lungengewebe lassen auf den ersten Blick
keine eindeutige Aussage Uber die Rolle von ICOS treffen. Die ICOS-Expression auf transgenen
T-Zellen aus murinem Lungengewebe war vergleichbar mit der Expression im Lymphknoten. In
beiden Organen war die ICOS-Expression auf IL-21-produzierenden T-Zellen héher als auf der IL-21
Vergleichspopulation. (Abbildung 5). Dennoch zeigte eine Blockade von ICOS-L lediglich im
Lymphknoten eine Suppression des TFH- und Keimzentrums-B-Zell-Phdnotyps, was sich an der
Abnahme der mittleren Fluoreszenzintensitit von PD-1 und der Abnahme der GL7* PNA" B-Zellen um
jeweils die Halfte festmachen lasst (Abbildung 8). Durch die ICOS-L-Blockade wird die Kostimulation
Uber ICOS-L unterbunden. Auf den T-Zellen wird ICOS weiterhin exprimiert. Diese Ergebnisse legen
die Schlussfolgerung nahe, dass die Kostimulation durch ICOS-L fir die TFH-dhnlichen Zellen in der
Lunge keine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung der Funktionen von TFH-dhnlichen Zellen
und in der Ausbildung von Keimzentren vermittelt. Die T-Zellen aus den BAL-Proben liefen im
besten Fall eine Tendenz zu vermehrter ICOS-Expression auf PD-1" Zellen erkennen. Unsere
Arbeitsgruppe konnte in einer Transkriptomanalyse der T-Zellen aus BAL-Proben von Sarkoidose-
Patienten zeigen, dass ICOS in BAL-T-Zellen noch seltener transkribiert wird als in zirkulierenden

oder tonsillaren T-Zellen (unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe).
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Es stellt sich die Frage, weshalb TFH-dhnliche Zellen im Lungengewebe ICOS-unabhédngig sein
kénnten. ICOS induziert tGber die Suppression des Transkriptionsfaktors KLF2 die Transkription von
CXCRS5 und unterdriickt die Transkription von PSGL1, S1PR1, CD62L und CCR7 & Die Expression von
CXCR5 ermoglicht TFH-Zellen das Einwandern in die B-Zell-Zone. Follikular dendritische Zellen und
Makrophagen in der B-Zell Zone sekretieren CXCL13, den Liganden fir CXCR5, entlang dessen

Gradienten die Migration in die B-Zell-Zone erfolgt ®***

. Im Gegensatz dazu wird der Verbleib in der
T-Zell-Zone durch CCR7 und PSGL-1 vermittelt, deren Expression durch ICOS-Kostimulation jedoch
herunterreguliert wird. Demzufolge bereitet ICOS-Kostimulation den TFH-Zellen den Weg in die
B-Zell-Zone und sichert dort ihren Verbleib. Da sich in den unstrukturierten lymphozytaren
Infiltraten in der Lunge keine B- und T-Zell-Zonen abgrenzen lassen, keine FDZ zu finden ** sind und
auch keine vermehrte Sekretion von CXCL13 nachzuweisen war, legen diese Ergebnisse die
Schlussfolgerung nahe, dass TFH-dhnliche Zellen im Lungengewebe die Kostimulation durch ICOS fir
eine erfolgreiche Interaktion mit B-Zellen nicht bendtigen. Weiterfihrend wiirde sich dadurch die
fehlende Auswirkung der ICOS-L-Blockade auf TFH-dhnliche Zellen und Keimzentrums-B-Zellen in der
Lunge erklaren lassen. Allerdings bleibt die Frage offen, wie T- und B-Zellen im entziindeten
Lungengewebe zueinander finden, um miteinander zu interagieren.

In vorangegangenen Experimenten unserer Arbeitsgruppe mit ICOS-L-Knock-out-Mdusen zeigte
sich, analog zu der ICOS-L-Blockade, eine signifikante Abnahme der PD-1-Expression im

Lymphknoten, nicht aber in der Lunge ™

. Allerdings zeigten diese Experimente eine dezimierte
Anzahl an Keimzentrums-B-Zellen in der Lunge. Eventuell spielt ICOS fir die Funktion der
TFH-dhnlichen Zellen der Lunge doch eine Rolle. Da aber ein vollstandiger Knock-out und keine
kurzzeitige Blockade diesen Effekt herbeifiihrt, konnte es moglich sein, dass die ICOS-Kostimulation
bereits bei beginnender Immunreaktion bedeutsam ist. Der Effekt scheint sich abzuspielen, bevor
die Blockade 8 Tage nach der ersten Immunisierung begonnen wurde. Das wiirde einen
entscheidenden Unterschied zum Lymphknoten darstellen, da in unserer Arbeitsgruppe bereits
gezeigt werden konnte, dass ICOS im Lymphknoten vor allem in der spaten Phase der
Keimzentrumsreaktion zur Aufrechterhaltung des TFH-Phanotyps beitragt >>.

In den humanen BAL-Proben zeigten die CD4" FoxP3™ T-Zellen nur eine geringe Expression des
Kostimulators ICOS (Abbildung 12). Sakthivel und Kollegen konnten nachweisen, dass ICOS in
Sarkoidose-Patienten vor allem auf regulatorischen T-Zellen hochreguliert wird. CD4* FoxP3™ T-Zellen
zeigten hierbei jedoch keinen Unterschied im Vergleich zu gesunden Kontrollen .

Die ICOS-Farbung auf den humanen Zellen wurde mit dem Antikérper-Klon F44 durchgefiihrt. In

Testversuchen unserer Arbeitsgruppe zeigte dieser Klon allerdings nur eine schwache Affinitat zu

ICOS und farbt somit nur auf Zellen mit hoher ICOS-Expression. Aus Mangel an Proben war es erst im
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Laufe der Experimente moglich einen zweiten Antikorper-Klon, MIC-1096, auf den BAL-Zellen
auszutesten. Wie Testversuche in unserer Arbeitsgruppe zeigten, ist MIC-1096 im Gegensatz zu F44
hochaffin fiir ICOS. In der Probefidrbung mit MIC-1096 zeigte sich eine deutliche ICOS* Population
auf den T-Zellen. Da bislang nur eine Probefarbung durchgefiihrt wurde, kdnnte dies ein Zufall sein.
Es kdonnte allerdings auch bedeuten, dass die ICOS-Expression zwar geringer ist, als in den tonsillaren
T-Zellen, ICOS aber dennoch exprimiert wird. Dafiir wiirde auch die Tendenz zu vermehrter ICOS-
Expression im Vergleich zu den zirkulierenden T-Zellen sprechen.

Insgesamt lasst sich keine eindeutige Aussage zur der Funktion von ICOS im entziindeten
Lungengewebe treffen, sodass weitere Untersuchungen notwendig sind, um diese Funktion genauer

definieren zu kénnen.

4.1.5 CDA4O0L als TFH-Zell-Marker und potentieller therapeutischer Angriffspunkt im
entziindeten Lungengewebe

Dass CD40L eine zentrale Rolle in der Kommunikation zwischen T- und B-Zellen einnimmt, zeigt
das Hyper-lgM-Syndrom, ein primarer Immundefekt, welcher durch eine CD40L-Defizienz
hervorgerufen wird. Patienten leiden haufig unter opportunistischen Infektionen, die, aufgrund von
defektem Immunglobulin-Isotypwechsel wadhrend der Keimzentrumsreaktion und daraus
resultierender dezimierter IgA-, IgG- und IgE-Produktion vom Immunsystem nicht in Schach gehalten

> Des Weiteren finden sich im Blut verringerte Frequenzen zirkulierender

werden kdnnen
TFH-Zellen ***.

CD40L wurde sowohl auf den IL-21" T-Zellen im murinen Lungengewebe als auch auf den
T-Zellen der humanen BAL verstarkt exprimiert (Abbildungen 5 und 12). Die T-Zellen der BAL zeigten
eine hohere CD40L-Expression als zirkulierende oder tonsillare T-Zellen. In Kombination mit anderen
TFH-Zell-Markern wie IL-21 oder PD-1 lieR8 sich allerdings keine klare Population abgrenzen, sodass
sich CD40L nicht dazu eignet die Population TFH-ahnlicher Zellen in Lunge oder Atemwegen in
durchlfusszytometrischen Analysen zu definieren.

Auf den zirkulierenden T-Zellen von Sarkoidose-Patienten war CD40L im Vergleich zu gesunden
Kontrollen ebenfalls signifikant erhoht (Abbildung 16). Da in dieser Arbeit nur wenige Patienten und
gesunde Probanden untersucht wurden, ware es interessant, ob sich diese Beobachtung auch in
einer grolReren Kohorte machen ldsst und ob sich CD40L moglicherweise als diagnostischer Marker
flir den Krankheitsverlauf bei Sarkoidose eignet. Erhéhte CD40L-Expression auf zirkulierenden
T-Zellen findet sich nicht nur in Sarkoidose, sondern auch in Autoimmunerkrankungen wie SLE,

154-158

systemischer Sklerose, CED und juveniler idiopathischer Arthritis und ist im Falle von SLE auch

mit der Krankheitsaktivitat assoziiert.
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Callard und Kollegen zeigten 1993, dass der CD40-Signalweg von essentieller Bedeutung fir die
Keimzentrumsbildung, somatische Hypermutation, Affinitatsreifung und den Klassenwechsel ist 160,
Folglich ist die Interaktion zwischen T- und B-Zellen (ber CD40L und CD40 entscheidend, um
hochaffine Plasmazellen zu generieren. Sogar CD8" T-Zellen sind in der Lage B-Zell-Hilfe zu leisten,
wenn sie CD40L exprimieren ***. Des Weiteren induziert CD40L die Expression proinflammatorischer

Zytokine, wie beispielsweise IL-12, TNF-a oder IFN-y '*

. Die Stimulation von Monozyten lber CD40,
in Kombination mit IFN-y, tragt auflerdem zur Fusion der Monozyten zu Langhans Riesenzellen bei,
welche sich in den Granulomen von Sarkoidose-Patienten befinden '*.

In den frihen 2000er Jahren wurden bereits einige Studien zu CD40L-Blockade in
Autoimmunerkrankungen durchgefiihrt. Dabei wurde bei der Lupus-Nephritis unter der Blockade
eine Verbesserung der Entziindungsparameter, Anticardiolipin-Antikorpertiter und Hamaturie

festgestellt '

. In einem DM-Typ 1-Mausmodell konnte durch die Blockade von CD40L die
Entstehung zytotoxischer T-Zellen verhindert und die Blutzuckerwerte verbessert werden '*. Als
zusatzlicher positiver Effekt der CD40L-Blockade wurde beobachtet, dass regulatorische T-Zellen

166

unter der Blockade expandieren und damit zur Kontrolle von Autoimmunitat beitragen . Allerdings

fihrte die Therapie mit CD40L auch zu einer steigenden Inzidenz thrombembolischer

167

Komplikationen ‘. Da die Komplikationen vermutlich durch die Fc-Domdne des Antikorpers

ausgelost wurden, begann die Entwicklung neuer Antikdrper mit fehlender Fc-Domane. Die neuen

Antikorper zeigten im Tiermodell bereits vielversprechende Ergebnisse '

. Xie und Kollegen
beobachteten sinkende ds-DNA-Titer, Verbesserung des Korpergewichts, verminderte Proteinurie
und langeres Uberleben in einem Lupus Mausmodell ***. Drei Phase-I-Studien bestatigten bereits,
dass der Antikérper vom Menschen gut vertragen wird, auch in Hinblick auf thrombembolische
Komplikationen *7°*"%,

In  Zusammenschau dieser Ergebnisse sollte CD40L im Hinblick auf zukiinftige
Therapiemoglichkeiten von Autoimmunerkrankungen und aufgrund der Rolle von CD40L in der
Granulombildung in besonderem MaRe fiir Sarkoidose weiter im Auge behalten und untersucht
werden. Zur Definition von TFH-dhnlichen Zellen in den Atemwegen eignet er sich allerdings nicht,

da sich in Kombination mit anderen TFH-Zell-Markern keine eindeutige Population abgrenzen lasst.

4.2 B-Zellen aus humaner BAL und murinem Lungengewebe im Vergleich

Insgesamt fanden sich nur sehr geringe B-Zell-Frequenzen in der humanen BAL im Vergleich zu
Tonsille und PBMC (Abbildung 17). Auch in anderen Autoimmunerkrankungen sind B-Zellen im
entziindeten Gewebe rar; zum Beispiel in CVID-Patienten oder in Speicheldriisen von Sjogren-

173

Patienten ~"°. Obwohl Sarkoidose haufig als T-Zell-vermittelte Erkrankung beschrieben wird, gibt es
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viele Hinweise, dass auch humorale Mechanismen eine bedeutende Rolle spielen. Die in dieser
Arbeit untersuchten Sarkoidose-Patienten zeigten beispielsweise erhoéhte Immungloblin-
Konzentrationen im BAL-Uberstand (Abbildung 20).

Die wenigen, in der BAL vorhandenen, B-Zellen dhneln den B-Zellen aus der Tonsille sehr.
Neben dem Fehlen von Keimzentrums-B-Zellen unterscheiden sich die B-Zellen in Tonsille und BAL
nur anhand ihrer CD21-Expression (Abbildung 19). Auch in der BAL von Patienten mit CVID und in
der Synovialfliissigkeit von RA-Patienten sind die CD21" Zellen die dominierende B-Zell-Population.
Die CD21 B-Zellen sind eine Gruppe gewebsstandiger B-Zellen, die sich vor allem im peripheren
Gewebe, wie zum Beispiel den Atemwegen, finden lassen. Im Gesunden kommen sie nur in geringer
Frequenz vor und expandieren auf inflammatorische Reize hin sehr schnell Y%, CD21 B-Zellen sind

ein Zeichen fir stattfindende autoimmune B-Zell-Aktivitat **

. Wehr und Kollegen postulierten, dass
diese Zellen durch Autoantigene chronisch aktiviert werden. CD11c ist ein weiterer Marker, der mit
autoimmunen B-Zellen in Zusammenhang steht und im Synovium von RA-Patienten auf B-Zellen
detektiert wurde '**. Neben der expandierten Population der CD21" B-Zellen fiel auch die vermehrte
Expression von FcRL4 im Vergleich mit den tonsillaren B-Zellen auf (Abbildung 19). Hohe FcRL4-
Expression zusammen mit niedriger CD21- und hoher CD11c-Expression wurde von Yeo und
Kollegen als proinflammatorische, pathogene Population in Patienten mit RA beschrieben '®. In
einer weiteren Untersuchung von BAL B-Zellen ware es interessant zu untersuchen, ob die CD21
B-Zellen und die FcRL4" B-Zellen in den Atemwegen CD11c exprimieren.

Die Anwesenheit von Keimzentrums-B-Zellen im entziindeten Gewebe ist bei Betrachtung von
TFH-Zellen von besonderem Interesse. In der murinen Lunge war dies der Fall. Da 96 % der Infiltrate
im Atemwegs-Inflammationsmodell FDZ-negativ sind **, liegt die Vermutung nahe, dass
Keimzentrums-B-Zellen in der Lunge auch auRerhalb von ELS entstehen kénnen. In der humanen
BAL waren keine Keimzentrums-B-Zellen nachweisbar (Abbildung 18). Da auch in der murinen BAL
keine Keimzentrums-B-Zellen zu finden waren, im Lungengewebe jedoch sehr wohl, stellen sich die
Fragen, ob Keimzentrums-B-Zellen im humanen Lungengewebe ebenfalls vorhanden sind und
weshalb sie in der BAL nicht detektierbar sind. Auch in der Literatur sind keine Beschreibungen von
Keimzentrums-B-Zellen in der humanen BAL zu finden. Leider war es nicht moglich Lungenbiopsien
von Sarkoidose-Patienten im Rahmen dieser Arbeit zu untersuchen, um herauszufinden ob und
wenn ja, wo sich Keimzentrums-B-Zellen in der Lunge finden. Fir die Abwesenheit von
Keimzentrums-B-Zellen in der BAL lassen sich drei mogliche Erklarungen finden. Erstens besteht die
Moglichkeit, dass die lymphozytdren Infiltrate, in denen Keimzentrums-B-Zellen entstehen, nicht

direkt an den Atemwegen lokalisiert sind. Im murinen Atemwegs-Inflammationsmodell konnte

allerdings immunhistochemisch gezeigt werden, dass sich Infiltrate mit Keimzentrums-B-Zellen auch
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nahe den Atemwegen entwickeln >*. Zweitens konnten die Keimzentrums-B-Zellen sehr fest an
anderen Zellen oder der extrazellularen Matrix verankert sein, sodass sie sich bei einer BAL nicht
herauswaschen lassen. Drittens muss in Erwdgung gezogen werden, dass sich in der Lunge von
Sarkoidose-Patienten keine Keimzentrums-B-Zellen bilden. Histologische Untersuchungen der
Lungen von Sarkoidose-Patienten zeigten lymphozytare, B-Zell dominierte Infiltrate zwischen den
Granulomen, die keine strukturierte Morphologie von Keimzentren zeigen . In diesen Aggregaten
finden sich auBerdem CD45RO" T-Zellen und einige Plasmazellen. Allerdings wiirde dies nicht das
Fehlen der Keimzentrums-B-Zellen in der murinen BAL erklaren, da hier eindeutig Keimzentrums-
dhnliche B-Zellen im Lungengewebe nachgewiesen wurden.

Ein Hinweis, dass B-Zellen an der Pathogenese von Sarkoidose beteiligt sein kdnnten, zeigt auch
die Wirksamkeit von Rituximab, einem Antikorper, der gegen CD20 gerichtet ist und dadurch zu
einer Depletion von CD20" B-Zellen fiihrt. Anti-CD20-Antikdrper fiihren in der Maus zu einem Verlust

aller B-Zellen, mit Ausnahme der Keimzentrums-B-Zellen '”

. Die Therapie zeigte eine positive
Auswirkung auf die forcierte Vitalkapazitat und 6-min Gehstrecke in einer Phase I/Il Studie, sowie in
mehreren Einzelfallstudien *’°. Da die Keimzentrums-B-Zellen noch vorhanden sind, sind sie auch in
der Lage Uberlebenssignale an TFH-Zellen zu senden. TFH-Zellen verschwinden nur bei einer
Depletion der Keimzentrums-B-Zellen. Der positive Effekt, der in Sarkoidose-Patienten beobachtet
wird, dirfte somit nicht auf eine dezimierte Zahl an TFH-Zellen zurlickzufihren sein, sondern
vermutlich direkt durch die B-Zellen hervorgerufen werden. Die momentan in der Sarkoidose-
Therapie eingesetzten Medikamente, Glukokortikoide, Methotrexat und Azathioprin, richten sich
sowohl gegen T-Zellen, als auch gegen B-Zellen. In Kombination zeigen diese Erkenntnisse, dass

B-Zellen in Sarkoidose vermutlich eine groRere Rolle spielen als vormals angenommen, sodass ihnen

in Grundlagen- und klinischer Forschung mehr Aufmerksamkeit gewidmet werden sollte.

4.3 Limitationen

Die Ergebnisse dieser Arbeit missen im Licht einiger Limitationen betrachtet werden. Die
Stichprobe, auf die sich die Ergebnisse der humanen Proben stiitzen, ist sehr klein. Insgesamt
konnten lediglich 9 BAL-Proben durchflusszytometrisch untersucht werden; mit dem Uberstand von
16 Proben wurde ein ELISA durchgeflihrt. Mit einer gréReren Anzahl an Patienten und Kontrollen
kénnten auch die verschiedenen radiologischen Stadien der Sarkoidose verglichen werden.
Weiterhin wdre es interessant zu sehen, ob sich die Expression der TFH-Zell-Marker verandert je
nachdem, ob es sich um ein Lofgren-Syndrom oder eine chronische Sarkoidose handelt.

Gleichermalen konnte eine groRere Stichprobe zeigen, ob eine Behandlung oder ein Abheilen der
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Erkrankung einen Einfluss auf die TFH-Zell-Marker hat. Diese Untersuchungen kdnnten einen
genaueren Einblick in die Funktion von TFH-ahnlichen Zellen im Verlauf der Erkrankungen geben.

Auch ist die Stichprobe hinsichtlich der Geschlechterverteilung nicht reprasentativ.
ErwartungsgemaR hatten mehr Frauen als Manner in die Studie eingeschlossen werden sollen.
Allerdings wurden in unserer Studie 12 mannliche und lediglich 4 weibliche Patienten
eingeschlossen. Ungeklart bleibt, ob dies eine Auswirkung auf die Ergebnisse hat.

Eine weitere Limitation ergibt sich aus der Tatsache, dass die verwendeten Kontrollen keine
gesunden Probanden waren. Verstdndlicherweise war es uns nicht moglich, die BAL gesunder
Probanden zu gewinnen, da fiir diese Untersuchung unter anderem eine Narkose notwendig ist.
Deshalb wurden unter den Patienten, bei denen aufgrund ihrer Symptomatik eine BAL gewonnen
wurde, nach einer moglichst guten Vergleichsgruppe gesucht. Patienten mit einer Entziindung
sollten ausgeschlossen werden, da ein moglichst ruhendes Immunsystem untersucht werden sollte.
Es bot sich an, Patienten mit idiopathischem Husten oder Bronchialkarzinomen zu untersuchen,
wobei ungeklart ist, inwiefern sich ein bei Tumorerkrankungen verandertes Immunsystem auf die
Ergebnisse auswirkt. Alle Patienten mit einer lymphozytaren Alveolitis, die Hinweis auf ein
entziindliches Geschehen gibt, wurden ausgeschlossen. Durchschnittlich zeigten die Kontrollen
einen CD4/CD8-Quotienten, der leicht Gber der Norm lag. Allerdings erfillten die Kontrollen nicht
die Diagnosekriterien der Sarkoidose. Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Kontrollen nicht der
idealen Vorstellung entsprechen, als Korrelat fiir ein nicht-entziindetes System erlauben sie dennoch

den Vergleich zu den Sarkoidose-Proben.

4.4 Relevanz und Perspektiven

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle von T-Zellen, die B-Zell-Hilfe leisten konnen, im
entziindeten Lungengewebe von Mensch und Maus untersucht und ndher charakterisiert.
AulRerdem sollte ein Vergleich zwischen TFH-dhnlichen Zellen aus dem entziindeten Lungengewebe
und klassischen TFH-Zellen gezogen werden. Darliber hinaus diente diese Arbeit dem Vergleich von
TFH-dhnlichen Zellen aus der BAL am Beispiel von Sarkoidose mit TFH-ahnlichen Zellen aus einem
murinen Atemwegs-Inflammationsmodell.

Durch ihre zentrale Rolle in der humoralen Immunantwort, nehmen TFH-Zellen in Antikorper-
vermittelten Autoimmunerkrankungen einen bedeutenden Platz ein. TFH-Zellen finden sich nicht
nur in den sekundar lymphatischen Organen und organisierten Keimzentren, sondern auch im
entziindeten Gewebe. Allerdings lassen sich TFH-dhnliche Zellen in den entziindeten Atemwegen

nicht anhand der klassischen TFH-Zell-Marker CXCR5 und Bcl-6 erkennen.
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Das murine Atemwegs-Inflammationsmodell ermoglicht es, TFH-Zellen in entziindetem
Lungengewebe und dem drainierenden Lymphknoten zu untersuchen. Die BAL-Proben von
Sarkoidose-Patienten erlauben einen Vergleich von murinen und humanen Daten. Die CD4" T-Zellen
zeigten sowohl im Menschen als auch in der Maus eine abgegrenzbare Population von IL-217PD-1"
Zellen. Die IL-21"PD-1" T-Zellen exprimierten zusétzlich weitere TFH-Zell-Marker wie CD40L. Zudem
waren die T-Zellen aus der humanen BAL von Sarkoidose-Patienten und des Atemwegs-
Inflammationsmodells in der Lage Immunglobulinproduktion von Gedachtnis-B-Zellen zu
stimulieren. Durch Expression der Rezeptoren CXCR3, CCR2 und CCR5 besitzen die IL-21" PD-1"
T-Zellen, im Gegensatz zu klassischen TFH-Zellen, die Fahigkeit in chronisch entziindetes Gewebe
einzudringen. Als darauf aufbauende Untersuchung wire es interessant, ein Transkriptom der IL-21"
PD-1" T-Zellen aus BAL-Proben zu analysieren und ein Vergleich mit klassischen TFH-Zellen der
Tonsille anzustellen.

Zusammenfassend erweitert die Identifikation von IL-21" PD-1" als TFH-4hnlichen Phinotyp das
Spektrum der B-Zell-helfenden T-Zellen, die als Targets gegen proinflammatorische T-Zellen in SLO
und entziindetem Gewebe dienen kdnnen.

TFH-Zellen stellen ein interessantes Target in der Therapie von Autoimmunerkrankungen dar.
Um bestimmte Zellen oder Botenstoffe auszuschalten, die in der Pathogenese einer Erkrankung eine
wichtige Rolle spielen, werden vermehrt spezifische Antikérper eingesetzt. Wie diese Arbeit zeigt,
lassen sich TFH-ahnliche Zellen im Gewebe nur schlecht durch einen einzelnen Marker identifizieren.
Durch Antikérper, die nur gegen einen dieser Marker gerichtet sind, wiirden auch andere Zellen
eliminiert werden und damit das Risiko fir Nebenwirkungen steigern. Eine Kombination von zwei
Markern hingegen wiirde die Anzahl der Zellen, die falschlicherweise durch die Antikérper markiert
und eliminiert werden deutlich reduzieren, da beide Marker von diesem Antikdrper gebunden
werden missten, um dessen Wirkung zu entfalten. Folglich wére es interessant einen Antikdrper
herzustellen und zunachst im Atemwegs-Inflammationsmodell zu testen, der beispielsweise PD-1
und ICOS erkennt. Als vorwiegend intrazelluldares Molekil wiirde sich CD40L fiir einen solchen
Antikorper nicht eignen. Da auch IL-21 als Zytokin fir einen solchen Antikérper nicht optimal
geeignet ware, konnte man das bereits in anderen Mausmodellen getestete IL-21-neutralisierende
Fusionsprotein IL-21R/Fc auch im Atemwegs-Inflammationsmodell testen.

Um die hier beschriebenen Ergebnisse zu reproduzieren und zu festigen, ware es nétig eine
groRere Stichprobe an Sarkoidose-Patienten zu untersuchen. AuBerdem war kein Vergleich der TFH-
dhnlichen Zellen zwischen entziindeten Atemwegen in Sarkoidose und einer gesunden Population
moglich. Dieser Vergleich ware interessant in Zusammenhang mit der Frage in welchem Male sich

die T-Zellen in den Atemwegen unter inflammatorischen Bedingungen verandern. Erganzend ware
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eine immunhistochemische Analyse der IL-21" PD-1" T-Zellen im murinen Atemwegs-
Inflammationsmodell und in humanen Proben interessant, um ihre Lokalisation im Vergleich mit

Antigen-spezifischen B-Zellen oder Keimzentrums-B-Zellen bewerten zu kdnnen.
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