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Abkiirzungsverzeichnis (alphabetisch)

AILD (engl. Autoimmune liver disease) Autoimmune Lebererkrankungen
AlH Autoimmunhepatitis
ASC Autoimmun sklerosierende Cholangitis
ANA Anti-nukledre Antikorper
AP Alkalische Phosphatase
CED Chronisch entzindliche Darmerkrankungen
ConA Concanavalin A
CuU Colitis ulcerosa
DC (engl. Dendritic cells) Dendritische Zellen
DAMPs (engl. Damage-associated molecular patterns) Alarmine
DNA (engl. Desoxyribonucleic Acid) Desoxyribonukleinsaure
DSS 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonsaure
ECM (engl. Extracellular matrix) Extrazellulare Matrix
ERCP Endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie
GM-CSF (engl. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
GT Glutamyl-Transferase
HLA Humanes Leukozytenantigen
HSC (engl. Hepatic stellate cells) Hepatische Sternzellen
IgG Immunglobulin G, Gammaglobulin
IFN Interferon
IL- Interleukin
(IL-1)F -Familie
(IL-1)R -Rezeptor
(IL-1)RA -Rezeptor-Antagonist
(IL-18)BP -Bindeprotein
KC (engl. Kupffer cells) Kupfferzellen
(anti-)LKM (engl. Liver kidney microsome) Leber-Nieren-Mikrosom
LPS Lipopolysaccharide
MC Morbus Crohn
MIP engl. Macrophage inflammatory protein
MRCP Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie
PBMC (engl. Peripheral blood mononuclear cell)
Periphere mononukleare Blutzellen
PSC Primar sklerosierende Cholangitis
RNA (engl. Ribonucleic acid) Ribonukleinsaure
si- small interfering-
m- messenger-
(anti-) SMA (engl. Smooth muscle antibody) Antikérper gegen glatte Muskulatur
Smad engl. Sma and Mad-related proteins
SIGIRR engl. single immunoglobulin IL-1-related receptor
TGF (engl. Transforming growth factor) Transformierender
Wachstumsfaktor
TLR Toll-like-Rezeptor
TNF Tumornekrosefaktor
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Einleitung

1. Ubersicht

Chronische Entziindungsvorgange der Leber fiihren bei Kindern und Erwachsenen zu
fortschreitender Leberfibrose, Leberzirrhose und letztlich zum Organversagen. Die Therapie
der Grunderkrankung, beispielsweise die Viruselimination bei chronischer Hepatitis C oder die
antientziindliche Therapie bei autoimmunen Lebererkrankungen im Kindesalter, die Fokus
dieser Arbeit sind, kann lediglich die Inflammation als Ausléser der Leberfibrose unterdriicken.
Die direkte Modulation beziehungsweise Hemmung der Leberfibrogenese durch Medikamente
ist derzeit noch nicht moéglich. Die Induktion der Leberfibrose basiert auf dem komplexen
Zusammenspiel zellularer und humoraler Faktoren, in dem Zytokine der Interleukin-1-Familie
eine wichtige Rolle spielen. Dieser Familie gehort auch Interleukin-37 (IL-37) an, dem als
hemmendes Zytokin angeborener und erworbener Immunmechanismen vermutlich auch in
der Leberfibrogenese eine funktionelle Rolle zukommt.

In der folgenden Einleitung werden die oben angeschnittenen Themengebiete als Grundlage

fur die vorgestellten Arbeiten, sowie die zugrunde liegenden Hypothesen vorgestellt.

2. Autoimmune Lebererkrankungen im Kindes- und Jugendalter

Padiatrische autoimmune Lebererkrankungen (engl. Autoimmune liver diseases, AILD) haben
unbehandelt einen unguinstigen Verlauf mit raschem Fortschreiten von Inflammation zu
Leberfibrose bis hin zum Leberversagen und dem erhdhten Risiko maligner Entartung.
Gleichzeitig vorliegende Lebererkrankungen wie die nichtalkoholische Fettlebererkrankung als
Confounder sind bei Kindern seltener als bei Erwachsenen [1]. Aus diesen Griinden eignen
sich kindliche AILD besonders fur Untersuchungen zur entziindlichen Pathogenese der
Leberfibrose. In dieser Arbeit werden AILD in drei Entitédten eingeteilt: Primar sklerosierende
Cholangitis (PSC), Autoimmunhepatitis (AIH) und als Overlap-Erkrankung die autoimmun
sklerosierende Cholangitis (ASC).

2.1. Primar sklerosierende Cholangitis

Die primar sklerosierende Cholangitis (PSC) ist eine seltene, chronisch fortschreitende,
fibrosierende Erkrankung der intra- und extrahepatischen Gallenwege [2]. Die Pravalenz ist
regional unterschiedlich und erreicht je nach Studie bis zu 16/100.000 Einwohnern [3]. Klinisch
prasentiert sich die PSC vor allem im frihen Krankheitsstadium asymptomatisch oder
unspezifisch.  Mdgliche  Symptome sind  chronische  Mudigkeit, rechtsseitige
Oberbauchschmerzen, Juckreiz oder Gewichtsverlust. Symptome einer (terminalen)
Leberinsuffizienz wie Enzephalopathie, Aszites oder Osophagusvarizen kdnnen im spéteren
Verlauf auftreten. Laborchemisch imponieren erhéhte Cholestaseparameter wie alkalische

Phosphatase (AP), Gamma-Glutamyl-Transferase (yGT) oder direktes Bilirubin.



Die Diagnose kann durch Bildgebung mittels Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie
(MRCP) oder endoskopisch retrograder Cholangiopankreatikographie (ERCP) gestellt
werden, falls die groRen Gallenwege betroffen sind. Typisch sind Kaliberspriinge oder
Abbruche der dargestellten Gallenwege. Veranderungen der kleinen Gallenwege (engl. Small
duct disease) sind hingegen nur durch eine Leberbiopsie diagnostizierbar, welche auch dann
erforderlich wird, wenn andere Lebererkrankungen oder eine begleitende Autoimmunhepatitis
ausgeschlossen werden sollen [4]. Histologisch zeigt sich eine periduktale,
,=Zwiebelschalenartige® Fibrose, begleitet von einem gemischtzelligen Entziindungsinfiltrat mit
Lymphozyten, Plasmazellen und Granulozyten in den umliegenden Portalfeldern. Bei
fortgeschrittener Erkrankung tritt ein fibrotischer oder zirrhotischer Umbau der Leberarchitektur
auf [2]. Aufgrund des wenig spezifischen Entziindungsinfiltrates ist die Abgrenzung zu anderen
entzundlichen Lebererkrankungen bisweilen schwierig. Ein spezifischer Ausloser der
atiologisch multifaktoriellen Erkrankung wurde bisher nicht ausgemacht. Diskutiert werden
eine genetische Disposition in Form einer Assoziation mit dem humanen Leukozyten-Antigen-
System (HLA). Hier scheint HLA-B am relevantesten zu sein, aber auch fir Einflisse von
Klasse Il finden sich Hinweise [5]. Eine Dysbiose des Darms in Verbindung mit der leaky-gut-
Theorie als potenzieller Ausldser erscheint moglich, ebenso wie der Einfluss von
Lebensstilfaktoren, welcher durch regionale Unterschiede in der Haufigkeit der Erkrankung
naheliegt [2].

Die PSC hat eine starke Assoziation mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED).
In einer multizentrischen Studie waren 76% der Kinder mit PSC auch von einer CED betroffen,
Colitis ulcerosa (CU) trat dabei deutlich haufiger als Morbus Crohn (MC) auf (83% vs. 17%)
[6]. Eine ahnliche Verteilung zeigt sich in unserem Patientenkollektiv. CU-Patienten mit
gleichzeitig auftretender PSC haben einen spezifischen klinischen Phanotyp (CED-PSC). Im
Gegensatz zur solitaren CU treten haufiger Rechtsseitenkolitis, Pankolitis, Backwash-lleitis
und Aussparung der Schleimhautentziindung im Rektum auf. Meist ist bei CED-PSC-
Patienten die allgemeine Entziindungsaktivitdt des Kolons milder [7]. Das Risiko fur die
Ausbildung eines kolorektalen Karzinoms ist bei gleichzeitigem Vorliegen einer PSC jedoch
erhoht [8].

Fir die PSC existiert bis dato keine kurative Therapie. Die verbreitet angewendete Therapie
mit Ursodesoxycholsdure kann die Langzeitprognose nicht verbessern und die Therapie mit
Immunsuppressiva oder -modulatoren zeigt keinen Vorteil. Die einzige definitive
Heilungsmaoglichkeit besteht in der Lebertransplantation, wobei das Risiko fir ein Rezidiv der
Erkrankung im Spenderorgan bis zu 25% betréagt [4]. Die Uberlebensrate ohne Transplantation
betragt bei Kindern 70% nach 10 Jahren und ist damit hdher als bei Erwachsenen. PSC-

Patienten weisen ein signifikant hoheres Risiko fir die Entwicklung cholangiozellularer
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Karzinome auf, das 10-Jahresrisiko betragt fir Erwachsene bis zu 9% [9] und bei Kindern 1%

[6].

2.2. Autoimmunhepatitis

Die Autoimmunhepatitis (AlH) ist eine entziindliche Lebererkrankung autoimmuner Genese,
die durch ein typisches Entzindungsmuster des Leberparenchyms, erhdhte Transaminasen,
eine Hypergammaglobulindmie (erhdhtes IgG im Serum) sowie dem Auftreten bestimmter
Autoantikorper charakterisiert ist.

In Mittel- und Nordeuropa liegt die Pravalenz der AIH bei 1,07-1,9/100.000 Einwohnern.
Basierend auf dem Autoantikdrperprofil ergeben sich zwei Unterformen der kindlichen AlH:
Typ 1 ist definiert durch den Nachweis anti-nuklearer Antikdrper (ANA) und/oder Antikdrpern
gegen glatte Muskulatur (anti-SMA); Typ 2 ist definiert durch den Nachweis von Leber-Nieren-
Mikrosomen-Antikdrpern (anti-LKM). Bei kindlicher AlIH sind die Serumtiter der Autoantikérper
haufig niedriger als bei Erwachsenen und kénnen in seltenen Fallen auch nicht detektierbar
sein. Die Erkrankung kann sich in allen Altersgruppen manifestieren, das
Geschlechterverhaltnis (2:3) betragt fur Typ 1 4:1 und fir Typ 2 10:1. Typ 2 tritt tendenziell in
jungerem Lebensalter auf, verlauft schwerer und kann zu akutem Leberversagen fihren. Das
klinische Erscheinungsbild der AIH ist generell variabel und reicht von unspezifischen
Symptomen  wie  Gewichtsverlust,  Mudigkeit, = Oberbauchschmerzen,  Juckreiz,
Gelenkschmerzen oder Hautauschlagen bis zu Symptomen des terminalen Leberversagens
[10]. Charakteristische histologische Veranderungen sind Grenzzonenhepatitis mit
lymphoplasmazellularen Infiltraten [11].

Es existieren verschiedene Scores zur Diagnosestellung; in unserer Arbeit verwenden wir den
vereinfachten AlH-Score (engl. Simplified AIH-Score) [12]. Die AlH spricht in der Regel gut auf
eine immunmodulatorische Therapie an, wobei diese aufgrund von Rezidiven langfristig
erfolgen muss. Eine Remission wird in 85% der Falle erreicht. Die Langzeitprognose ist
glinstiger als bei der PSC, das 10-Jahres-Gesamt-Uberleben betragt (iber 90%, sogar im Falle
einer zum Diagnosezeitpunkt bereits vorliegenden Leberfibrose. Dennoch sind fulminante
oder therapieresistente Verlaufe moglich, die eine Lebertransplantation erforderlich machen
[10].

2.3. Autoimmun sklerosierende Cholangitis

Die autoimmmun sklerosierende Cholangitis (ASC) ist die Mischform (engl. Overlap) zwischen
PSC und AIH und wird vor allem bei Kindern beobachtet [13, 14]. Zusatzlich zu den die PSC
definierenden makroskopischen oder mikroskopischen Gallenwegveranderungen zeigen sich
histologisch eine AlH-typische Grenzzonenhepatitis und serologische Veranderungen wie
erhéhte Transaminasen mit positivem Nachweis von Autoantikdrpern [6, 15]. In einer grof3en

multizentrischen Kohortenstudie wiesen bis zu 33% der Kinder und Jugendlichen mit PSC
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AlH-typische Veranderungen auf [6]. Umgekehrt waren bei bis zu 50% der padiatrischen AlH-
Patienten Gallengangsveranderungen feststellbar [13]. Die Gesamtprognose der ASC ist
dabei mit der PSC vergleichbar. Die korrekte Diagnosestellung einer ASC ist von klinischer
Bedeutung, da eine immunsupprimierende Therapie effektiv die AIH-Komponente der ASC

behandeln und den Krankheitsverlauf vermutlich positiv beeinflussen kann [16, 17].

3. Leberinflammation und Leberfibrose

Die Leberfibrose ist die Wundheilungsreaktion auf eine Leberschadigung jedweder Genese,
sei sie toxischen, viralen oder autoimmunen Ursprungs [18]. Chronische Inflammation
induziert die Ausschuttung extrazellularer Matrixproteine (ECM) durch spezialisierte
Immunzellen der Leber wie Myofibroblasten, die sich durch Transdifferenzierung aus
hepatischen Sternzellen (HSC) entwickeln [19]. Die morphologischen Veranderungen durch
die Ablagerung von ECM werden als Leberfibrose und im fortgeschrittenen, irreversiblen
Stadium als Leberzirrhose bezeichnet. Das Vorliegen einer Leberzirrhose erhéht das Risiko
fur eine nachfolgende maligne Entartung um ein Vielfaches. Die exakten Signalwege, die zu
Leberinflammation und Fibrose flihren, sowie deren therapeutische Modulation sind bis heute
nicht vollstandig verstanden [20, 21]. In dieser Arbeit konzentrieren wir uns auf Mechanismen
im Fibroseprozess, die moglicherweise durch Interleukin-37 moduliert werden. Auf zellularer
Ebene sind dies leberstandige Zellen wie HSC, Kupfferzellen (KC), Hepatozyten und
Cholangiozyten, sowie infiltrierende Immunzellen wie verschiedene Subtypen von
Lymphozyten [20].

Fir die Produktion von extrazellularer Matrix (ECM) erfillen HSC eine zentrale Funktion [19,
22]. HSC werden unter anderem durch KC zur Deposition extrazellularer Matrixproteine
angeregt, mediiert durch den Signalweg des transformierenden Wachstumsfaktor-p (TGF-[3)
[23]. TGF-B ist das am starksten pro-fibrotisch wirkende Zytokin und entfaltet intrazellular seine
Wirkung Uber Sma and Mad-related proteins (Smad), unter anderem Smad3 [24]. Smad3
fungiert normalerweise als pro-fibrogenetisches Effektormolekil, welches als intranuklearer
Transkriptionsfaktor die Fibrogenese aktivierenden Gene reguliert. Eine Depletion von Smad3
hat anti-fibrotische Effekte. Es existieren verschiedene Phosphorylierungsvarianten, von

denen vor allem pSmad3L im inflammatorischen Milieu vorherrschend ist [25].

4. Zytokine und Liganden der Interleukin-1-Familie

Zytokine sind Polypeptide, die als immunologische Botenstoffe mannigfaltige Wirkung auf die
jeweiligen Zielzellen entfalten. Interleukine sind eine Unterfamilie der Zytokine [26]. Hierunter
befinden sich die Zytokine der Interleukin-1-Familie (IL-1F), wichtige Molekile angeborener
und erworbener Immunmechanismen. [27]. 10 Zytokine und 11 Rezeptoren der IL-1F sind

derzeit bekannt. Die Rezeptoren der IL-1F weisen Ahnlichkeiten zu Toll-Like-Rezeptoren
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(TLR) auf, da beide Gruppen eine charakteristische, zytosolische TLR-Domane aufweisen.
TLR erkennen Antigene wie Bakterien, Viren, Nukleinsauren und Alarmine (engl. Damage-
associated molecular patterns, DAMPs) und leiten Signale der Inflammation nach intrazellular
weiter. Zytokine der IL-1 Familie kénnen pro-inflammatorisch, anti-inflammatorisch oder
beides wirken, abhangig von der Bindung an bestimmte Rezeptoren [27]. IL-18 wurde als
erstes Interleukin beschrieben und moduliert in der Leber die Expression von Entziindungs-
und Fibrose-auslésenden Genen [28]. IL-13 wird durch proteolytische Abspaltung eines N-
terminalen Peptids aktiviert. Die verantwortliche Protease Interleukin-1-converting enzyme
bzw. Caspase-1 wird ahnlich der Gerinnungskaskade durch das sogenannte Inflammasom als
zentrale Komponente zur Reifung und Freisetzung von IL-1 aktiviert [29]. Die Aktivierung des
Inflammasoms fordert die alkoholtoxisch induzierte Leberfibrose [30], wahrend die Blockade
von IL-1B alkoholinduzierten Leberzellschaden reduziert [31]. In Modellen der nicht-
alkoholischen Steatohepatitis (NASH) wurde gezeigt, dass IL-18 die Entwicklung von
Steatohepatitis und Fibrose fordert [32]. Vice versa wiesen IL-1a und IL-1B-defiziente Mause
im Modell mit Hypercholesterinamie weniger Fibrose auf. Die IL-1a-Defizienz in Mausen
resultierte in niedrigeren Werten von TGF-$ und anderen pro-fibrotischen Zytokinen im Diat-
induzierten Steatosismodell [33]. IL-33, ein weiteres Mitglied der IL-1-Zytokinfamilie, hat in vivo

pro-fibrotischen Einfluss in Maus-Lebermodellen [34].

5. Interleukin-37

5.1. Entdeckung und Struktur

IL-37 (vormals bekannt als IL-1F7b) ist ein Zytokin der IL-1F und wurde im Jahr 2000 von
verschiedenen unabhangigen Gruppen durch in silico-Forschung entdeckt [35]. Das Gen fir
IL-37 ist auf dem langen Arm des humanen Chromsom 2q13 lokalisiert [36]. Es existieren funf
verschiedene Spleif3formen, von denen IL-37b die langste und am weitesten erforschte Form
ist. Sie enthalt die Exons 1,2,4,5 und 6 der insgesamt sechs Exons [37]. Die Exons 1 und 2
formen eine N-terminale Prodomane und beinhalten wie IL-1p eine Caspase-1-Schnittstelle.
Die Exons 4 bis 6 kodieren fir die IL-1F-typische B-Faltblattstruktur [38].

5.2. IL-37, ein Zytokin mit intra- und extrazellularem Wirkort

IL-37 entfaltet seine anti-inflammatorische Wirkung durch die Hemmung pro-inflammatorischer
und die Aktivierung anti-inflammatorischer Signalwege. Dabei hat IL-37 &hnlich wie IL-1a und
IL-33 sowohl intra- als auch extrazellulare Funktionalitat [39, 40]. IL-37 wird sezerniert und
bindet an die a-Kette des IL-18-Rezeptors (IL-18R) an der Zellmembran. Anders als IL-18
rekrutiert IL-37 jedoch nicht den IL-18R} als signaltransduzierende Rezeptorkette, sondern IL-
1R8 (auch single immunglobulin IL-1R-related molecule, SIGIRR) [40-42]. Versuche in vivo

und in vitro zeigen, dass der bislang als orphan receptor beschriebene IL-1R8 fir die
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Vermittlung der anti-inflammatorischen Wirkung von IL-37 bendtigt wird [42, 43].
Extrazellulares IL-37 bindet auRerdem an das IL-18-Bindungsprotein (IL-18BP). IL-18BP ist
der natirliche Inhibitor von IL-18 und verhindert die Bindung von IL-18 an den Rezeptor [44].
Der aus IL-37 und IL-18BP bestehende Komplex hemmt durch konkurrierende Bindung an
den IL-18Rp die pro-inflammatorische Aktivitat von IL-18 [41]. IL-37 bildet spontan Homo- oder
Heterodimere [38, 45], wobei fir IL-37 als Monomer eine gréRere anti-inflammatorische
Wirkung gezeigt wurde [46]. Die Homo- oder Heterodimerisierung tritt bei erhoOhter
Proteinkonzentration von IL-37 ein und tragt damit zur Regulation der IL-37-Aktivitat bei [47].
Intrazellular transloziert IL-37 nach Caspase-1-induzierter Abspaltung eines N-terminalen
Propeptids in den Zellkern [40]. Die Inaktivierung der Caspase-1-Spaltstelle hemmt die
Translokation von IL-37 in den Zellkern und damit die Eigenschaft zur Unterdrickung der
Expression pro-inflammatorischer Zytokine [48, 49]. Intrazellulares IL-37 bindet an Smad3,
eine Kinase des TGF-B-Signalweges mit zentraler funktioneller Bedeutung [42, 50]. Der
Knock-down von Smad3 durch small interfering Ribonukleinsaure (siRNA) oder die Zugabe

eines Smad3-Inhibitors hemmt die anti-inflammatorische Wirkung von IL-37 [51].

5.3. Funktionelle Bedeutung von IL-37 in humanen peripheren mononuklearen
Blutzellen und transfizierten Zelllinien

IL-37 wird in humanen peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) und insbesondere in
Monozyten, T-Zellen und myeloischen dendritischen Zellen (engl. Dendritic cells, DC) exprimiert
[41, 52, 53]. Die Expression von IL-37 wird in humanen PBMC durch verschiedene
proinflammatorische Mediatoren und Zytokine wie Lipopolysaccharid (LPS), Pam3CSK4,
TGF-B, IL-18, Interferon gamma (IFN-y), IL-1B, Tumornekrosefaktor (TNF) und CpG induziert,
wahrend sie durch IL-4 und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-
CSF) gehemmt wird [51]. Die Hemmung der IL-37-Expression in humanen PBMC mittels
siRNA steigert die Ausschittung von IL-18, IL-6 und TNF nach Stimulation mit LPS [51]. Die
Uberexpression von humanem IL-37 in einer murinen Makrophagenzelllinie fiihrt dagegen zur
beinahe vollstandigen Unterdriickung der pro-inflammatorischen Immunantwort [48, 51]. In
PBMC von Patienten mit rheumatoider Arthritis, systemischem Lupus erythematodes und
ankylosierender Spondylitis inhibiert rekombinantes IL-37-Protein die Expression von TNF-a,
IL-6, IL-17 und IL-23 [54, 55].

5.4. Funktionelle Bedeutung von IL-37 in Mausmodellen

Bis heute wurde in Mausen kein Ortholog zu humanem IL-37 (hIL-37) identifiziert [37, 47]. Um
die in vivo Funktion von IL-37 im Rahmen von Entzindungsmodellen zu untersuchen,
etablierte die Arbeitsgruppe um Charles A. Dinarello eine transgene Mauslinie, die humanes

IL-37 unter der Transkriptionskontrolle des Promotors des Cytomegalievirus exprimiert [51].
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Dartber hinaus wurden Krankheitsmodelle in Mausen durchgefuhrt, denen rekombinantes
hIL-37-Protein (rhIL-37) oder IL-37-exprimierendes Plasmid zur in vivo Expression verabreicht
wurde.

Zusammengefasst schitzt IL-37 Mause vor systemischer und organspezifischer Inflammation.
Nach durch LPS-induziertem Schock weisen I[L-37tg Mause eine deutlich geringere
systemische Inflammation mit geringerer Endorganschadigung von Lunge und Leber im
Vergleich zu Wildtyp (WT)-Mausen auf [51]. Die intraperitoneale Verabreichung von rhIL-37
verbessert bei Mausen, die systemischer Inflammation ausgesetzt sind deren motorische
Ausdauer, dabei ist eine Reduktion pro-inflammatorischer Plasma- und Muskelzytokine,
ahnlich wie nach IL-1-Blockade, feststellbar [56].

Im kardialen Ischamie-Reperfusions-Modell zeigen sich nach Verabreichung von rhlL-37
geringere Infarktgréfien, niedrigere Troponin T-Werte und bessere Herzfunktion. Im Myokard
waren nach rhlL-37-Applikation histologisch geringere Infiltration neutrophiler Granoloyzten
feststellbar, was ein anti-inflammatorischeres Zytokinprofil und eine reduzierte Apoptoserate
in Kardiomyozyten nach sich zog [57].

Nach Schadigungen des zentralen Nervensystems wirkt IL-37 protektiv. IL-37tg Mause weisen
nach Rickenmarksverletzung eine geringere myeline Inflammation und Bewegungsdefizite
auf [58] Nach zerebraler Ischamie und Reperfusion sind die Konzentrationen pro-
inflammatorischer Zytokine in IL-37tg Mausen ebenfalls niedriger als in Wildtyp-Mausen
korrelierend mit geringerer Infarktgré3e und reduzierter neurologischer Einschrankung [59].
IL-37tg Mause zeigen nach chemisch induzierter (mit dextran sulfate sodium, DSS) Kolitis
bessere klinische und histologische Scores [60].

IL-37 kann im Mausmodell Entziindungsvorgange allergischer Genese positiv beeinflussen. In
einem kutanen Hypersensitivitatstest zeigte sich in IL-37tg Mausen eine Suppression der
Antigen-spezifischen, adaptiven Immunitat durch die Induktion tolerogener DC. Mause, welche
Hapten-sensitivierte DC von IL-37tg Mausen erhielten, haben als Ausdruck eines geringeren
inflammatorischen Milieus histologisch héhere Zahlen regulatorischer T-Zellen und weniger
CD8-positive Lymphozyten in der Haut [61].

Die intranasale Applikation von rhIL-37 in WT-Mausen verringert im Asthma-Modell die
allergisch bedingte Inflammation der Luftwege, was klinisch mit geringerer pulmonaler
Hyperreaktivitdt und Schleimproduktion korreliert. Zudem waren die Konzentrationen von IL-
4, IL-5, IL-13 im broncho-alveolaren Sekret und die Typ2-T-Helferzellantwort niedriger [43].
Die funktionelle Relevanz von IL-37 bei Lebererkrankungen wurde in verschiedenen
Mausmodellen untersucht. Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass Mause, die mit IL-37 DNA-
Plasmiden behandelt wurden, eine geringere lokale und systemische Inflammation bei
Concanavalin A (ConA)-induzierter Hepatitis aufwiesen. Zudem waren die Werte pro-

inflammatorischer Zytokine wie IL-1a, IL-6, IL-5 und IL-9 im Serum niedriger [62]. Die Injektion



15

von rhIL-37 ist bei einem hepatischen Ischamie-Reperfusions-Modell mit geringerer Infiltration
neutrophiler Granulozyten und hepatischer Schadigung sowie niedrigeren Serumwerten von
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a), macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2) und
reduzierten Werten reaktiver Sauerstoffspezies assoziiert [63]. Interessanterweise hemmt
Ethanol die hepatische Expression von IL-37 in IL-37tg Mausen, sodass diese in dhnlicher
Auspragung wie WT-Mause eine Ethanol-induzierte Hepatitis entwickeln; dagegen hat die
Verabreichung von rhIL-37 einen protektiven Effekt im Modell der Ethanol-induzierten
Hepatitis [64].

5.5. Studien im Menschen zur Expression von IL-37

Beim Menschen wurde in Abhangigkeit der vorliegenden Erkrankung sowohl eine erhohte als
auch erniedrigte Expression von IL-37-mRNA oder -Protein im Serum, spezifischen
Immunzellen oder erkranktem Gewebe nachgewiesen [47, 65]. Eine erhdhte Expression von
IL-37 erklart sich am ehesten als regulatorische Antwort auf eine gesteigerte
Entzindungsaktivitat, wahrend eine Erniedrigung vermutlich eine inadaquate anti-
inflammatorische Gegenregulation darstellt [47]. Bei CED ist im entziindeten Darmgewebe die
epitheliale IL-37-Expression im Vergleich zu Gesunden erhéht [66, 67]. Bei Neugeborenen
bzw. Frihgeborenen mit nekrotisierender Enterocolitis ist die IL-37-Expression in
Darmbiopsien und in PBMC hingegen vermindert [68]. Im Lebergewebe wurde bei Patienten
mit Hepatitis B und C eine vermehrte IL-37 Expression nachgewiesen [47]. Auch bei
onkologischen Erkrankungen verdichten sich die Hinweise auf die funktionelle Bedeutung von
IL-37. Die Expression von IL-37 ist im hepatozellularen Karzinom (HCC) geringer als in der
gesunden Leber. Dartber hinaus korreliert eine geringere hepatische IL-37-Expression beim
HCC mit einer schlechteren Prognose [69]. Ahnliche Beobachtungen wurden beim nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom gemacht. Hier wurde aulRerdem gezeigt, dass IL-37 das
Tumorwachstum durch Inhibition der Angiogenese hemmte [70]. Tumorsupprimierende

Eigenschaften von IL-37 wurden auch beim Nierenzellkarzinom nachgewiesen [71].

6. Hypothese und Zielsetzungen der vorgestellten Arbeiten

IL-37 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, das sowohl angeborene als auch erworbene
Immunreaktionen moduliert. IL-37 bindet im Zellinneren an Smad3 als wichtiges Molekul des
TGF-B-Signalwegs. TGF-B spielt eine zentrale Rolle bei der Induktion von Fibrose in
verschiedenen Organen. In der Leber aktiviet TGF-B hepatische Sternzellen zur
Transdifferenzierung in Myofibroblasten und Ausschittung extrazellularer Matrixproteine als
Grundlage der Leberfibrogenese. Wir vermuten, dass IL-37 durch die Modulation von
Entziindungsvorgangen und die Interaktion mit der TGF-B-Signalkaskade die Fibrogenese im

Rahmen chronisch-entziindlicher Lebererkrankungen moduliert (siehe Abbildung unter 7.).
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Zur Prufung dieser Hypothese verfolgten wir in unseren Arbeiten einen methodisch
mehrschichtigen Ansatz. Im Rahmen der dieser Arbeit zugrundeliegenden Hauptpublikation
untersuchten wir die hepatische Expression von IL-37 in padiatrischen AILD im Vergleich zu
Kontrollpatienten. Wir korrelierten die histologische I[L-37-Expression mit Markern der
Leberzellschadigung im Serum und dem histologischen Fibrosegrad. Im nachsten Schritt
wurde anhand von immunhistochemischen (Doppel-) Farbungen die Expression IL-37 auf
zellularer und subzellularer Ebene analysiert und die Ko-Lokalisation von intranuklearem IL-
37 und pSmad3L untersucht. In Rahmen der zweiten Publikation testeten wir den Einfluss von
IL-37 in drei verschiedenen Mausmodellen fir Leberfibrose. Zudem wurde im Zellversuch die
funktionelle Bedeutung von IL-37 in HSC und KC als Haupteffektorzellen der Leberfibrogenese
untersucht. Ergédnzend wurden in einer Kohorte Erwachsener mit Alkohol-induzierter
Lebererkrankung die IL-37-Serumspiegel mit dem Grad der Leberfibrose verglichen.

AILD bei Kindern sind chronische Erkrankungen, die haufig zu spat erkannt und unzureichend
behandelt werden. Hinzu kommt, dass die einzelnen Krankheitsentitdten der AILD
diagnostisch nur unzureichend voneinander abgrenzbar sind. Die korrekte Diagnosestellung
ist jedoch essenziell fur die Auswahl der geeigneten Therapie. So kann zum Beispiel bei der
ASC, anders als bei der PSC, eine immunsupprimierende Therapie positiven Einfluss auf den
Krankheitsverlauf nehmen. Wir analysierten daher im Rahmen der vorgestellten Arbeiten
zusatzlich mittels hochauflésender Analyse des zellularen Entzindungsinfiltrates die

histologische Trennscharfe zwischen padiatrischer PSC, ASC und AlH.
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7. Visueller Uberblick

Diese Abbildung zeigt einen Uberblick zur Funktion von IL-37 bei Entziindung und
Fibrogenese der Leber im Rahmen padiatrischer AILD sowie der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen.
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Zusammenfassung

Interleukin 37 (IL-37) hemmt angeborene und erworbene Immunmechanismen und bindet im
Zellkern an Smad3, eine zentrale Kinase des fir die Leberfibrogenese entscheidenden TGF-
B-Signalweges. In den hier vorgestellten Arbeiten beleuchten wir die Rolle von IL-37 bei
padiatrischen autoimmunen Lebererkrankungen (AILD) und analysieren das hepatische
Entziindungsinfiltrat bei primar sklerosierenden Cholangitis, Autoimmunhepatitis und der
autoimmun sklerosierenden Cholangitis. DarUber hinaus untersuchen wir in vitro und in
verschiedenen Mausmodellen der Leberinflammation und -fibrose den Einfluss von IL-37.
IL-37 wird in der Leber in Hepatozyten, Cholangiozyten, hepatischen Stern- und Kupferzellen
und in infiltrierenden Immunzellen exprimiert. Immunhistochemische Doppelfarbungen weisen
IL-37 im Zytoplasma von T-Helferzellen und regulatorischen T-Zellen nach. IL-37 ist im
Zellkern von Hepatozyten in entziindeten Lebern mit Smad3 ko-lokalisiert. Die Expression von
IL-37 ist in entzindeten Lebern von Kindern mit AILD verglichen mit gesunden Lebern erhoht,
unterscheidet sich jedoch nicht zwischen den verschiedenen Entitdten der AILD. Die IL-37-
Expression bei AILD korreliert positiv mit der Anzahl infiltrierender Zellen und Serummarkern
fur Leberschadigung und der systemischen Entziindungsaktivitat, sowie mit dem Grad der
Leberfibrose. In einer unabhangigen Kohorte Erwachsener mit Leberfibrose unterschiedlicher
Genese korrelieren die Serumwerte von IL-37 positiv mit der Auspragung der Leberfibrose
(CHILD-Pugh- und MELD-Scores). Im Mausmodell zeigen IL-37-transgene (IL-37tg) Mause
nach operativer Gallengangligatur eine verbesserte Uberlebensrate, weniger
Leberschadigungsparameter im Serum, sowie histologisch geringer ausgepragte Fibrose.
Nach CCL4-induzierter toxischer Leberschadigung zeigen IL-37tg-Mause geringeren
Gewichtsverlust sowie eine reduzierte TGF-B-Expression und ein somit weniger fibrogenes
Zytokinprofil. In einer Zelllinie fir humane hepatische Sternzellen reduziert die Uberexpression
von IL-37 die Expression der pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 nach vorheriger Stimulation
durch IL-1B. Auch in murinen Kupffer- und Sternzellen verringert die transgene Expression von
IL-37 die Expression pro-inflammatorischer Zytokine.

Zusammengefasst ist die Expression von IL-37 bei Leberfibrose erhoht. Die Versuche in vivo
und in vitro legen einen anti-fibrotischen Einfluss von IL-37 nahe. Wir postulieren, dass IL-37
als Gegenregulation zum pro-inflammatorischen und -fibrotischen Milieu dieser Erkrankungen
fungiert. Die intranukledre Ko-Lokalisation mit Smad3 sowie die verringerte Expression von
TGF-B im Zellversuch sind weitere Indizien fir Interferenz mit dem pro-fibrotischen TGF-§3-
Signalweg. Wie sich eine erhohte oder erniedrigte Expression von IL-37 bei menschlichen
fibrotischen Lebererkrankungen auswirkt, ist in weiterfiUhrenden Studien zu untersuchen. Das
Entziindungsinfiltrat der ASC hebt sich in unserer Kohorte durch ein granulozytenreiches
Infiltrat in den Portalfeldern von der PSC und der AIH ab und dient moglicherweise als
Unterscheidungsmerkmal zwischen den in der klinischen Praxis oft schwer abgrenzbaren

Entitaten.
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Abstract

Interleukin 37 (IL-37) inhibits innate and acquired immune mechanisms and binds
intranuclearly to Smad3, a central kinase of the TGF-3 pathway, which is crucial for liver
fibrogenesis. Here, we highlight the role of IL-37 in paediatric autoimmune liver diseases
(AILD) and analyze the hepatic inflammatory infiltrate in primary sclerosing cholangitis,
autoimmune hepatitis and autoimmune sclerosing cholangitis. Furthermore, we investigate the
influence of IL-37 in vitro and in different in vivo mouse models for liver inflammation and
fibrosis.

IL-37 is expressed in liver-derived cells such as hepatocytes, cholangiocytes, hepatic stellate
and Kupffer cells and also infiltrating immune cells. Immunohistochemistry double stainings
detect IL-37 in the cytoplasm of T helper cells and regulatory T cells. IL-37 co-localizes with
Smad3 in the nucleus of hepatocytes in inflamed livers. IL-37 expression is higher in inflamed
livers of children with AILD compared to healthy individuals but does not differ between the
different entities of AILD. There is a positive correlation between IL-37 expression with the
number of infiltrating immune cells and serum markers of liver injury and general inflammation
as well as the extent of liver fibrosis. In an independent cohort of adults with liver fibrosis of
different etiologies, serum levels of IL-37 correlate positively with CHILD-Pugh and MELD
scores and thus with the severity of liver fibrosis. In the mouse model, IL-37 transgenic (IL-
37tg) mice show improved survival after surgical bile duct ligation, fewer liver damage
parameters in serum, and histologically less pronounced fibrosis. After CCL4-induced toxic
liver injury, IL-37tg mice show less weight loss as well as reduced TGF-f expression and thus
a less fibrogenic cytokine profile. In a human hepatic stellate cell line, overexpression of IL-37
reduces expression of the pro-inflammatory cytokine IL-6 following prior stimulation by IL-1p.
In murine Kupffer and stellate cells, transgenic expression of IL-37 also reduces the expression
of pro-inflammatory cytokines.

In summary, IL-37 expression is increased in liver fibrosis. Our in vivo and in vitro experiments
suggest an anti-fibrotic influence of IL-37. We postulate, that IL-37 acts as a counter-regulator
to the pro-inflammatory and -fibrotic milieu in chronic liver diseases. The intranuclear co-
localization with Smad3, as well as the decreased expression of TGF-f in the cell experiments
are further indicators of interference with the pro-fibrotic TGF-B pathway. The effect of
increased or decreased expression of IL-37 in human fibrotic liver disease needs to be
investigated in further studies. The periportal granulocytic inflammatory infiltrate of ASC in our
cohort stands out from PSC and AIH and may serve as a distinguishing feature between these

entities, which are often difficult to delineate in clinical practice.
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