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Die Aufgaben des Immunsystems

Immunitat Toleranz




Ausbalanciertes Immunsystem

Immunitat Toleranz

=  Schutz vor infektiosen Stoffen
= Verhindern von Autoimmunitat

= Schutz vor Allergien
= effektive Tumorimmunitat



Unausgewogenes Immunsystem

Immunitat Toleranz
Toleranz Immunitat
=  Autoimmunitat = Persistenz von Pathogenen
= unkontrollierte Immunreaktion = Etablierung von Tumoren



Toleranzmechanismen
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angelehnt an Abbas, Lichtman and Pillai. Cellular and Molecular Immunology 6th ed, 2007
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Geschichte der Regulatorischen T-Zellen (Treg)

1969
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Autoimmunologie

Nishizuka Y, Sakakura T. Science 1969



Geschichte der Regulatorischen T-Zellen (Treg)

1969 1982

Autoianologie

Sakaguchi S. et al. J Exp Med 1982



Geschichte der Regulatorischen T-Zellen (Treg)
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Geschichte der Regulatorischen T-Zellen (Treg)
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IPEX: Immune Dysregulation , polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked
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Bennett CL et al. Nat Genet 2001~ Labor Berlin



Regulatorische T-Zellen (Treg)

\ ,CD25 (IL-2Ra)

CD4

l N

- Foxp3+ Expression
-> wichtig fur Entwicklung und Funktion sowie Stabilitat und Plastizitat der
Treg
- Typische Oberflachenmarker: CD25**, CD127*-, CTLA-4*.......
- Im peripheren Blut ca. 5-10% der gesamten CD4+ T-Zellen

Hauptfunktionare und Bindeglied zwischen
der zentralen und peripheren Toleranz 5 IMD




Bestimmung der Treg im Labor
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IMD Arztlicher Befundbericht
Labor Berlin
Quantitatives Immunprofil (EDTA-Blut)
Normwerte Normwerte

Leukozyten 6000 /pl | 3900 - 10200 _
Lymphozyten 1716 /ul 1100 - 4500 29 % 20 - 44
Monozyten 564 /ul | 100900 9 % 295
Granulozyten 3720/l | 1500 7700 2% | ©-7
Immunkompetenz

T-Zellen " _ 1316 /pl | 9202580 77 % 61-84
B-Zellen 223 Jul 120 - 630 13 % P
NK-Zellen 175 /Wl | 210-740 0 § 40-3
CD4+ T-Helferzellen 887 /ul | 5501460 52 % 32 - 60
D8+ TZelen | 353/ | om-9% 20% | 3-40
naive T-Zellen (CD45RA+) 503 /ul 300 - 1200 38 % 30 - 63
Thymusreserve (CD31+) 71 % > 5
Immunaktivierung | |} ¢ 1 )
CD4/CD8-Ratio 2,51 £~k R R S
aktivierte T-Zellen (HLA-DR+) 201 /pl | <34 ) 1 12% 17
praaktivierte T-Zellen (CD25+) 1127 /ul <460 66 % < 36
‘memory T-Zellen (CD45RO+) 813 /pl | 300 1300 62 % -1
CD8+/CD28+ (zytotoxisch) 276 ful | 738 -448 78 % w-a
aktivierte NK-Zellen iy <00 | 08% | <1
CD4+/CD8+ T-Zellen } o 12% <5
Immuntoleranz

Treg (CD4+/CD25++/CD127low) 61 /pl 35120 69% | 4-10

Anteil CD39+ Treg % | <o

*® e 8
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Entwicklung Regulatorischer T-Zellen

Regulatorische T-Zelle

Foxp3*
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CcD4*
Foxp3-
—_
konventionelle T- Zelle
Thymus

angelehnt an Curotto de Lafaille, Immunity, 2009
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Funktion

APC: Antigen-prasentierende Zelle
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Funktionsmechanismen

Eingriff in den Stoffwechsel
-> Entzug von IL-2 durch hoch-affinen IL-2 Rezeptor (CD25) auf Treg

-> Abbau von ATP zu cAMP und Andenosin -> Energie-Verfigung ¥

-> unzureichende Aktivierung von Effektor-T-Zellen

Treg
CD39
\ CD73
cAMP
CD25 .::. Adenosin
L IL-2
Teff

Teff
Teff

Storung des Stoffwechsels

angelehnt an Caridade et al., Frontiers in Immunology 2013



Funktionsmechanismen

o 0 0 1
oe%e? IMD Arztlicher Befundbericht
Labor Berlin
Normwerte

Leukozyten _

Lymphozyten 29 % 20 - 44

Monozyten 9 % 2-85

Granulozyten 62% | -7

Immunkompetenz

T-Zellen | 77 % 61-84

B-Zellen 13 % 7-21

NK-Zellen 10% | w030

CD4+ T-Helferzellen 59 | oo / Treg

CD8+ T-Zellen 21 % 23 - 40

naive T-Zellen (CD45RA+) 8% | 30 63 CD39

Thymusreserve (CD31+) 1% | ss \ cb73

Immunaktivierung o CD25 cAMP

CD4/CD8-Ratio I 2%\, Adenosin

aktivierte T-Zellen (HLA-DR+) 2% < 17 IL.-2

praaktivierte T-Zellen (CD25+) 66 % < 36 Teff

‘memory T-Zellen (CD45RO+) 62 % -7 Teff
CD8+/CD28+ (zytotoxisch) 8% | -7 Teff

aktivierte NK-Zellen . 08% | <17

CD4+/CD8+ T-Zellen 12% <5

Immuntoleranz

Treg (CD4+/C025++/CD127w) 1 6.3 % = Storung des Stoffwechsels

Anteil CD39+ Treg 41 % < 54

=2 IMD

Labor Berlin




Funktionsmechanismen

Uber direkten Zell-Zell-Kontakt (Treg <-> APC)

-> Abschwachung von ko-stimulatorischen Signalen

-> unzureichende Aktivierung von Effektor-T-Zellen

Einfluss auf APCs

angelehnt an Caridade et al., Frontiers in Immunology 2013



Funktionsmechanismen

Inhibitorische Zytokine

..:..‘:.
.::. (J
IL-10
O% 00
Q00 X’
TGF-B

Treg

Zell-Kontakt-unabhangqiq, uber losliche Botenstoffe

-> Hemmung der Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen (IFN-y/TNF-a.)
-> verminderte Expression von MHC [I-Molektlen auf APCs und Inhibition von TLR-

Signalwegen -> Aktivierung von APCs ¥

angelehnt an Caridade et al., Frontiers in Immunology 2013 ©*% LaborBertin



Funktionsmechanismen

Inhibitorische Zytokine

(]
IL-10

P

TGF-B

Treg

v IMD Arztlicher Befundbericht

Labor Berlin

Interpretation SD:

Interleukin 1-£ i.S. {CLIA) <2 0 pg/ml =< 5.0
Interleukin 6 1.5. ({CLIA) 2 W pg/ml < 3.8
Interleukin 8 1.5. (CLIA) 11.4 pg/ml « 15

Interleukin 10 1.5, (CTIA) 13.6 pg/ml < 9.1
TGF-keta 1.85. (ELISA} 7053 ng/ml 18.3 - 41 .6

Im Vergleich zum Vorbefund tendentiell verstdrkt erhéhte
antlentziindliche Zytokine.

== IMD

Labor Berlin




Funktionsmechanismen

Zytolyse

Teff

Granzym B

T

Treg Perforin

uber losliche Botenstoffe

-> nach Aktivierung Freisetzung von Gra B und Perforin

-> DNA-Abbau -> Apoptose (programmierter Zelltod)

angelehnt an Caridade et al., Frontiers in Immunology 2013



Funktionsmechanismen

Inhibitorische Zytokine Zytolyse
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angelehnt an Caridade et al., Frontiers in Immunology 2013 Labor Berlin



Funktionsmechanismen

Weitere Funktionsmechanismen moglich

Komplexes Zusammenspiel verschiedener Mechanismen

unterschiedliche Milieus = unterschiedliche Mechanismen



Treg: Freund oder Feind?

Die Rolle der regulatorischen T-Zellen in verschiedenen

immunologischen Erkrankungen



Treg in Tumorerkrankungen

Treg
LY

CD4

Normale Zelle I
Elimination Etablierung / Escape
L/
L)
A

APC: Antigen-prasentierende Zelle
M®: Makrophage

=2 IMD

angelehnt an Shitara et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 2018 Labor Berlin



Treg in Tumorerkrankungen

Beziehung zwischen Tumor und Immunsystem

| Elimination
I

angelehnt an Tesniere A et al; Discov Med. 2006




Treg in Tumorerkrankungen

Erhohte Anzahl an Treg in Tumorinfiltraten und in Zirkulation
Wolf et al. Clin Cancer Res 2003 / Sasada T et al. Cancer 2003 / Syed Khaja AS, Toor SM, El Salhat H, et al. Oncotarget 2017

Depletion mit a-CD25 AK (im Mausmodell) -> verhindert Tumor-Wachstum

Onizuka, S., |. Tawara, J. Shimizu, et al. Cancer Res.1999

prognostische Signifikanz: Anzahl an Tumor-infiltrierenden Tregf-> Prognose{
Shang et al. Sci. Rep. 2015

Hinweise, dass Funktion der Treg eine effektive anti-Tumor-Antwort
verhindert und somit Tumor-Etablierung fordert!

Treg als Target fur Krebs-Immuntherapie (CIT: cancer immunotherapie)



Treg in Tumorerkrankungen

Krebs-Immuntherapie (CIT)

| Elimination
I

immunsuppressive Funktionen mindern / vermeiden

CIT



Treg in Tumorerkrankungen - Immuntherapie

MHC IlI+Peptid

g Y/
PD_S/ Treg /TCR
-

\ TLA-4
P
LAG-3 (g

QO
g } Inhibitorische Signale = Immun-Checkpoints

CIT: Blockade der Immun-Checkpoints




Treg in Tumorerkrankungen - Immuntherapie

MHC Il1+Peptid
> Treg 7., \iﬁ’ o-PD-1-AK
PD-1 . )
(&) (nivolumab)
CTLA-4
P

LAG-3 Y ¥ a-CTLA-4-AK

(Ipilimumab)

- Bis zu 53 % der Patienten sprechen auf Therapie an (in Kombi-Therapie)
- Induktion der Proliferation von zyt.CD8+ T-Zellen; IFNg / IL-2 f : Treg‘
- Nebenwirkungen im Vergleich zu Chemotherapie verringert -> reversibel

- Ca. 20% Langzeit-Uberlebensrate

Wolchok J. D. et al., N Engl J Med, 2013 / Larkin et al. N. Engl. J. Med. 2015/ Curran MA, Proc Natl Acad Sci USA 2010



Treg in Tumorerkrankungen — Freund oder Feind?

Funktion der Treg fur Tumorimmunitat




Bestimmung der Treg im Labor —im Kontext Tumor

= IMD

ek Labor Berlin

Arztlicher Befundbericht

Ausgangsbefund nach Immunstimulation
Normwerte Normwerte Normwerte Normwerte

Leukozyten | 4700 jui | 3000-10200 | | | 4700 jui | 3000 - 10200 | |
Lymphozyten |  799/ul | 100-4500 |  17% | 20-4 | s46/u | 100-4500 |  18% | 20-44
Monozyten | 282/u | 100-000 | 6% | 295 | 282/u | 100-000 | 6% | 2-95
Granulozyten | 36t9/ul | ts00-7700 | 77% | <2-77 | 3s72/ul | ws00-7700 | 76% | 42-77

| | | | I | I |

Immunkompetenz I | I I I I I I
T-Zellen | sotjul | o20-2530 |  74% | e1-sa | eo6/u | o20-25:0 |  74% | 6164
B-Zellen | 120/ | 120630 | 15% | 7-u | 127w | 120630 | 15% | 7-=
NK-Zellen | 128/ | 20740 | 16% | 10-30 | w5/m | 200740 | 16% | 10-20
CD4+ T-Helferzellen | asoml | sso-190 | 449 | 32-60 | zosjul | sso-1460 | 47% | 3260
CD8+ T-Zellen | 200w | 2s0-930 | 250 | 23-40 | 228w | 20-930 | 27% | 23-40
naive T-Zellen (CD45RA+) | t4s/um | 300-1200 |  25% | 30-62 | 60/ | 3001200 | 27% | 30-62
Thymusreserve (CD31+) | | | 44 | -4 | | | 46% | -+

Immunaktivierung I I I I I I I I

CD4/CD8-Ratio | 76 | 13 | | | 17¢ | 13 | |
aktivierte T-Zellen (HLADR+) | sojul | <5 | 1w0% | <7 | ] < | 21% | <v
praaktivierte T-Zellen (CD25+) | 328/ul | <20 | 419 | <36 | o5/ ] <0 | s55% | <36
memory T-Zellen (CD45R0+) | 443 /ul | 300-1300 |  759% | 37 70 | as7m | 3001300 | 730 | 37-70
CD8+/CD28+ (zytotoxisch) | taop | 232 | 720% | <7 | a2/ | 28-20 | G2% | 40-73
aktivierte NK-Zellen I 4 [l I 4 I 3% I <17 I 3/l I 40 I 2% I <17
CD4+/CD8+ T-Zellen | | | 31% | == | | | 24% | -5
Treg (CD4+/CD25++/CD127low) |  31/u | 35-120 | 89% | 4-w | sam | 35-120 | 132 %# 4-10
Anteil CD39+ Treg | | | 50 | <=4 | | | 6% 54
CD8+/CD28- (regulatorisch) - 6o/l | 00370 | 30% | 2 50 [ s7/ul | 10030 [ 38% | 2651

CD8/CD28-Ratio 233 | 22| l | 1es | 2| l
== IMD

Labor Berlin




Treg in Autoimmunerkrankungen

Autoimmunitat:
- spezifische, adaptive Immunantwort gegen Selbstantigene

4

Autoimmunerkrankung:

- Zerstorung oder Schadigung von korpereigenem Gewebe durch einen Autoantigen
getriggerten Prozess

Intruder! DESTROY)!




Autoimmunitat — Versagen der Selbst-Toleranz

Immunitat

Toleranz

= Autoimmunitat




Treg in Autoimmunerkrankungen

/I

Prasentation von Selbstantigenen T

—

autoreaktiv



Treg in Autoimmunerkrankungen
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Treg in Autoimmunerkrankungen

s

Treg
T

autoreaktiv T

: autoreaktiv

autoreaktiv ‘“‘i

* Prasentation von Selbstantigenen
— \
l B 8

l autoreaktiv

IFN-y, IL-17 % E?Q
l

Autoantikorper

TNF-a, IL-6, IL-1



Treg in Autoimmunerkrankungen

oo
v IMD Arztlicher Befundbericht
Labor Berlin
Rheumafaktor Klasse IghA,IgM i.S.
Rheumafaktor Klasse IgM i.S. 232 IU/ml < 20.0
Rheumafaktor Klasse Tgh i.S. 67.2 U/ml < 20.0
CCP-AAk (Cycl.Citrull.Peptid) i.S. 9.39 Ratio < 1.00
Ratio: 1.00 (schwach positiv)- 11.0 {stark positiv)
MCV-ARk i.S. (ELISA) >1000 U/ml < 20.0
Interpretation:
Die nachgewiesene AntikOrperkonstellation dst wereinbar mit
dem klinischen Verdacht auf eing Rheumatoide Arthritis (RA)
CCP- und MCV-AAk gelten als friithe diagnostische Marker der
Rheumatoiden Arthritis mit einer Spezifitdt von ca. 97%.
Gleichzeitlig gelten sie als prognostischer Marker beziliglich
der Entwicklung einer erosiven RA. Zur Verlaufskontrolle
empfehlen wir die Bestimmung der RF und MCV-ARK.
ANA (anti-nukledre aAk) i.S5. (IFT} 1:320 < 1:100
Fluoregzenzmuster:
Homogen/Graruldr
TNF-alpha i.S. (CLIA) 41.1 pg/ml < 8.1




Grunde fur Fehlfunktion der Treg

s

Treg

« normale Anzahl an Treg in Zirkulation (verglichen mit gesunden Probanden)

L abnorme Funktionen der Treg in nahezu allen bekannten Autoimmun-
erkrankungen entdeckt (SLE, MS, T1D, RA, psoriasis, IBD.......... )

Shevach EM; Front Immunol. 2018 / Grant CR Autoimmun Rev, 2015 Y Ihﬂ,!?r erlin

Defekte in Entwicklung der Treg

Defekte in Stabilitat der Treg -> Verlust von Foxp3
Defekte in den Suppressionsmechanismen der Treg
Effektorzellen sind resistent gegenuber Treg Funktion



Auf Treg — basierende Therapieansatze

Ziel: Wiederherstellung der immunologischen (Selbst-)Toleranz

1) Therapie mit niedrig-dosiertem IL-2
L Expansion der Treg -> verminderte klinische Symptome

Atherosklerose

Kontrolle lokaler Entziindung
-> Reduktion der Plaque-Bildung

Typ-I-Diabetes
Suppression von Effektor-T-Zellen
-> verminderter Angriff auf insulin-

produzierende Zellen

SLE

Reduzierte Bildung von Auto-AK
-> verminderte Immunkomplex-
Ablagerungen

Rheumatoide Arthritis
Suppression von Effektor-T-Zellen
-> verminderte entziindungs-
abhangige Gelenk-Zerstorung

Klatzmann D, Abbas AK. Nat Rev Immunol 2015 / Humrich JY et al. Ann Rheum Dis 2015/ C Ye et al.; Nature, 2018 o%%e T abor Berlin



Auf Treg — basierende Therapieansatze

Ziel: Wiederherstellung der immunologischen (Selbst-)Toleranz

1) Therapie mit niedrig-dosiertem IL-2
L Expansion der Treg -> verminderte klinische Symptome

2) Therapie mit Autologer Stammzell-Transplantation (ASCT)
L Wiederherstellung der Treg und Reprogrammierung autoreaktiver T-Zellen

de Kleer | et al. Blood 2006 Wright, G. PSeminars in Immunology, 2011 ©7" LaborBertin



Auf Treg — basierende Therapieansatze

Ziel: Wiederherstellung der immunologischen (Selbst-)Toleranz

1) Therapie mit niedrig-dosiertem IL-2
L Expansion der Treg -> verminderte klinische Symptome

2) Therapie mit Autologer Stammzell-Transplantation (ASCT)
L Wiederherstellung der Treg und Reprogrammierung autoreaktiver T-Zellen

3) Therapie durch Modulation der Treg
L Wiederherstellung / Verstarkung der Treg — Funktion

—Inflixima

TNF-o f——

— Etanercep

Wright, G. P et al. Seminars in Immunology, 2011 ©*% LaborBertin



Auf Treg — basierende Therapieansatze

Ziel: Wiederherstellung der immunologischen (Selbst-)Toleranz

1) Therapie mit niedrig-dosiertem IL-2
L Expansion der Treg -> verminderte klinische Symptome

2) Therapie mit Autologer Stammzell-Transplantation (ASCT)
L Wiederherstellung der Treg und Reprogrammierung autoreaktiver T-Zellen

3) Therapie durch Modulation der Treg
L Wiederherstellung / Verstarkung der Treg — Funktion

hY
TNF-a —I Treg

Wright, G. P et al. Seminars in Immunology, 2011 ©*% LaborBertin



Auf Treg — basierende Therapieansatze

Ziel: Wiederherstellung der immunologischen (Selbst-)Toleranz

1) Therapie mit niedrig-dosiertem IL-2
L Expansion der Treg -> verminderte klinische Symptome

2) Therapie mit Autologer Stammzell-Transplantation (ASCT)
L Wiederherstellung der Treg und Reprogrammierung autoreaktiver T-Zellen

3) Therapie durch Modulation der Treg
L Wiederherstellung / Verstarkung der Treg — Funktion

Treg

T&(-Oﬁ

Wright, G. P et al. Seminars in Immunology, 2011 ©*% LaborBertin



Auf Treg — basierende Therapieansatze

Ziel: Wiederherstellung der immunologischen (Selbst-)Toleranz

1) Therapie mit niedrig-dosiertem IL-2
L Expansion der Treg -> verminderte klinische Symptome

2) Therapie mit Autologer Stammzell-Transplantation (ASCT)
L Wiederherstellung der Treg und Reprogrammierung autoreaktiver T-Zellen

3) Therapie durch Modulation der Treg
L Wiederherstellung / Verstarkung der Treg — Funktion

4) Therapie durch Infusion von expandierten Treg

L Wiederherstellung / Verstarkung der Treg — Funktion

Marek-Trzonkowska N et al. Clin Immunol, 2014



Auf Treg — basierende Therapieansatze

Infusion von expandierten Treg

Infusion der expandierten Treg w\

Treg Treg
Treg freg
T Treg ,
reg Isolation von Treg

Treg

. In vitro Expansion von Treg

Brunstein CG et al. Blood, 2011 / Di lanni M et al. Blood, 2011 o= IMD

Labor Berlin



Pathogenese der Autoimmunerkrankung

fehlgeschlagene
Regulation




Treg in Autoimmunerkrankungen — Freund oder Feind?

Funktion der Treg fur Autoimmunerkrankungen




Treg und Allergie

Sensibilisierungsphase

APC

“ 4/ =\
Naive e,
iy IL-4 Th-2 13 B -~
 — CDh4
Th-2
CDh4 a{ be
=/ IgE
o
%:0..0:.... .: %
Mastzelle Basophiler Granulozyt
5 IMD
Labor Berlin




Treg in Infektionserkrankungen

CD4 CDs8

CD4 ;
Viren T’# Bakterien /*

Akute Phase: ‘\

Treg =] Elimination
Treg == Viruselimination Treg _ _
Treg =] Proliferation infizierter Zellen Systemische Verbreitung

der Tregs
Bildung von Gedachtniszellen T
Spatphase / Chronische Phase: \‘
Treg-Zahl T ch4
Treg =] Viruselimination Parasiten &/\

| Treg == Th-2

Angelehnt an Boer et al., Fronts Immunol 2015 sata Y bor-Beriin



Treg in Infektionserkrankungen

Viren / Bakterien fordern Entwicklung von Treg

Antigene kreuz-reaktiv mit

Autoantigenen
* 3
o
Gewebezerstorung Prasentation v. Autoantigenen Treg
'.‘ — ‘

: \&

TGF- ;3/||_1o

angelehnt an Belkaid Y, Nature Reviews Immunology, 2007 ©%" Labor Berlin



Treg in Infektionserkrankungen — Freund oder Feind?

- Eingrenzung der Entzundung
Schutz vor Immunpathologie

Angelehnt an Stephen-Victor E. at al., Cell Microbiol. 2017 sata Y bor-Beriin



Treg— Freund oder Feind?

&

Medizinischer Kontext !!!

N

......
D)
e IMD
Labor Berlin
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