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Einleitung 1

1 Einleitung

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED), denen die beiden Krankheitsbilder
Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) zugeordnet werden, treten in
Deutschland mit einer Inzidenz von 5/100.000 pro Jahr fiir den MC und 6/100.000 pro
Jahr fiir die CU auf " ?. Europaweit wird die Inzidenz fiir den MC auf etwa 1 -
10/100.000 pro Jahr und fiir die CU auf 5 - 15/100.000 geschitzt. Das Krankheitsbild
des MC, das nach seiner hdufigen Lokalisation im terminalen Ileum auch ,Ileitis
regionalis* genannt wird, ist eine diskontinuierliche, segmental auftretende Entziindung
aller Darmwandschichten, die den gesamten Intestinaltrakt befallen kann. Die Colitis
ulcerosa ist eine klassischerweise nur auf das Colon und Rektum begrenzte Entziindung,
die ausschlieBlich die Mukosa und Submukosa der Darmwand betrifft und sich
kontinuierlich vom Rektum ausgehend ausbreitet.

Die Pathogenese von CED ist trotz intensiver Forschung letztlich noch immer unklar,
wobei in den letzten Jahren bereits wesentliche pathomechanistisch bedeutsame

immunologische Interaktion aufgedeckt werden konnten.

1.1 Derzeitiger Wissensstand zur Pathogenese von
Chronisch Entziindlichen Darmerkrankungen

Die Atiologie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen ist nach wie vor ungeklirt, so
dass eine kausale Therapie bislang nicht moglich ist und fiir die meist jungen Patienten,
die langjdhriger medikamentoser Behandlung bediirfen, nur symptomatische
Therapieansidtze zur Verfiigung stehen. Es konnten jedoch in den letzten Jahren
wesentliche Erkenntnisse um die pathogenetischen insbesondere immunologischen
Zusammenhinge der intestinalen Entziindungsprozesse gewonnen werden. Dabei wurde
die Bedeutung antigen-préasentierender Zellen bei der Initiierung und Perpetuierung der
Colitis offensichtlich. Thre genaue Funktion und die morphologischen und funktionellen
Verinderungen der sie bei einer Entziindung unterliegen sind jedoch noch nicht
vollstandig gekldrt. Ebenso ist erst in den letzten Jahren begonnen worden
Informationen {iiber die Interaktion dieser Zellen mit anderen in der Mukosa

lokalisierten Immunzellen — wie T-Lymphozyten — zu erlangen.
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1.1.1 Genetische Faktoren - CARD15/NOD2

1996 wurde zum ersten Mal eine Gen-Region auf dem Chromosom 16 als
Suszeptibilitits-Lokus beschrieben, die vermehrt bei Patienten mit Morbus Crohn
jedoch nicht bei Patienten mit Colitis ulcerosa nachgewiesen werden konnte > * Im
Jahre 2001 wurde das sogenannte NOD2-/CARD15-Gen in der perizentrischen Region
des Chromosoms 16 identifiziert °

CARDI15/NOD2 einen intrazelluldrer Rezeptor fiir bakterielle Wandbestandteile

. Es wird vermutet, dass das Genprodukt von

darstellen konnte °. Drei Hauptmutationen in diesem Gen konnten dabei mit Morbus
Crohn (MC) assoziiert werden 7. Bei Mutation eines Allels ist das relative Risiko an
einem Morbus Crohn zu erkranken im Vergleich zur Normalbevolkerung ungefdhr
dreifach erhoht. Im Falle einer Verdnderung beider CARDI5-Allele steigt das
Erkrankungsrisiko sogar um das 30 bis 40fache. Insgesamt konnen Mutationen dieser
Genregion bei etwa 20-30% der an MC erkrankten Patienten nachgewiesen werden ®,
die zudem wie in klinischen Studien gezeigt werden konnte, mit einer rascheren
Progression der Erkrankung und mit einem penetrierenden und stenosierenden Verlauf
assoziiert zu sein scheinen *''. Insgesamt kénnen jedoch nur etwa 20% der genetischen
Pradisposition fiir einen Morbus Crohn durch CARDI15-Mutationen erkldart werden,
weswegen Veridnderungen in weiteren Suszeptibilitisgenen fiir die genetische
Pridisposition verantwortlich sein miissen. In den darauf folgenden Jahren konnten so
weitere Genregionen auf den Chromosom 12 (IBD2), 6 (IBD3) und 14 (IBD4)
identifiziert werden, die ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung eines Morbus Crohn
spielen konnten.

Fiir das Krankheitsbild der Colitis ulcerosa konnten vergleichbare eindeutige genetische
Zusammenhinge bislang nicht identifiziert werden.

Insgesamt ist jedoch sicher, dass die bisher beschriebenen Mutationen des
CARDI15/NOD2-Gens nicht allein fiir das Auftreten der Erkrankung verantwortlich
gemacht werden konnen, da nicht immer das Vorhandensein einer NOD2-Mutationen

zu der Ausbildung der Erkrankung fiihrt.

1.1.2 Erworbene Faktoren

Neben der genetischen Genese werden viele weitere Faktoren diskutiert, wie
beispielsweise bakterielle, virale oder Umweltfaktoren, die durch eine abnorme

Aktivierung des korpereigenen Immunsystems die Erkrankung auslésen konnten.
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So scheinen Infektionen mit helminthischen Parasiten vor CED zu schiitzen '%. Dabei
wird als pathomechanistisch bedeutsam vermutet, dass diese Parasiten durch die
Induktion einer primdren Ty2-Helferzell-Antwort in Konkurrenz mit der
iberschieBenden Immunantwort bei CED stehen.

Was Umweltfaktoren anbelangt, konnte gezeigt werden, dass eine Colitis ulcerosa sich
hiufiger bei Nichtrauchern entwickelt, wédhrend ein Morbus Crohn hiufiger bei
Rauchern zur Ausprigung kommt . Der genaue Mechanismus ist unklar, allerdings
wird vermutet, dass Nikotin eine immunsuppressive Wirkung auf CD4"-Ty2-
Helferzellen ausiibt, die sich bei der Pathogenese einer Colitis ulcerosa giinstig
auswirken konnte, wihrend die Funktion der Tyl-Zellen die ggf. bei der Pathogenese
des Morbus Crohn von Bedeutung sind, von diesem Effekt wenig beriihrt werden '*.
Eine ebenso nicht zu vernachlidssigende Rolle scheinen psychosoziale Faktoren zu
spielen. Bei einer Befragung von Colitis ulcerosa-Patienten gaben 40% der Befragten
an, dass sich bei ihnen durch psychischen Stress Krankheitsschiibe der Colitis auslésen

oder verstirken lassen .

1.2 Immunologie: CED - eine Inflammatorische
Uberreaktion des Kérpers?

Das spezialisierte Immunsystem des Darms muss mit einer Vielzahl an Antigenen — sei
es aus Nahrung, korpereigener endogener Flora und pathogenen Organismen
zurechtkommen. Auf der einen Seite miissen dabei pathogene Antigene erkannt und
eliminiert werden, um Erkrankungen zu verhindern, auf der anderen Seite muss
Toleranz gegeniiber korpereigenen Antigenen und kommensalen Bakterien aufgebaut

werden, um hier eine inaddquate immunologische Reaktion zu verhindern.

Viele Arbeiten haben sich damit beschiftigt, ob CED durch eine iiberschieende
immunologische Antwort auf die kommensale Flora des Darmes begriindet sein konnte
¢ 17 Dabei gehen die Forschergruppen nicht davon aus, dass es sich nur um eine
einzelne Bakterien-Spezies handelt, die diese Uberreaktion induzieren konnte. Fiir
Bacteroides-Spezies '’ und Helicobacter hepaticus '8 konnte nachgewiesen werden, dass
sie bei immundefizienten Médusen zu einer chronischen Colitis fithren oder diese

verstarken.
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Strauch et al. fiihrten ebenfalls Experimente durch, um den Einfluss der bakteriellen
Flora in Bezug auf CED niher zu beleuchten. Dabei zeigte sich wie oben erwiéhnt, in
murinen Transfermodellen einer intestinalen Entziindung, dass sich nach Transfer
Colitis-induzierender T-Zellen, die aus keimfrei gehaltenen Tieren isoliert wurden, eine
schwerere Colitis ausbildet als wenn die Tiere T-Zellen normaler Balb/c-Mdiuse
erhalten. Des Weiteren zeigte sich, dass die Miuse, die eine milde und spitere Colitis
aufwiesen, mesenteriale Lymphknoten-Zellen besallen, die nach 6 bis 8 Wochen mehr
Interleukin-10 (s. u.) produzierten ¥ Dies lieB vermuten, dass offensichtlich durch
Interaktion des Immunsystems mit der normalen Keimflora Toleranz gegeniiber
derselben durch Generierung regulatorischer T-Zell-Mechanismen aufgebaut wird.
Weiterfiilhrend  konnte  diese  Arbeitsgruppe  zeigen, dass  adenovirale
Oligodeoxnucldeotide (AV-ODN), die Effekte bakterieller DNA blockieren, im
Tiermodell zu einer Verbesserung einer bestehenden Colitis fithren konnten *. Diese
Beobachtung stiitzt die These, dass bakterielle DNA, die aus dem Darmlumen stammt,
bei erhohter Durchldssigkeit der Darmwand, moglicherweise eine chronische
Entziindung unterhalten kann.

Insgesamt legen bisherige Ergebnisse nahe, dass diverse Bakterienstimme bei
Ungleichgewicht der endogenen Darmflora oder Defekt in der physiologischen Barriere
des Darmlumens in der Lage sind, eine chronische Entziindung des Colons zu
induzieren bzw. zu unterhalten *'. Bei Tieren mit intakter Darmflora konnte dies nicht
beobachtet werden.

Neben pathogenen Keimen sind iiber die Jahre auch apathogene Bakterien sogenannte
Probiotika bekannt geworden. So werden dem Bakterium Escherichia coli Nissle

22

Stamm 1917 sowohl im Maus-Modell fiir chronische Colitis als auch fur die

Remissionserhaltung im Rahmen einer Colitis ulcerosa praventive Effekte
zugeschrieben *%°.

Die natiirliche Bakterienflora schiitzt somit vermutlich vor chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen. Dies konnte auch ein moglicher Grund dafiir sein, warum die
Inzidenz von CED in hoher entwickelten Léndern, in denen der hygienische Standard
hoch und die Verwendung von Antibiotika weit verbreitet ist, im Verlauf der letzten
Jahrzehnte anzusteigen scheint 2,

Zusammenfassend lisst sich derzeit feststellen, dass die Ursachen fiir das Entstehen von

chronisch entziindlichen Darmerkrankungen nicht bekannt sind, aber die Genese nicht

mehr nur durch eine einfach Uberreaktion des Immunsystems erklirt werden kann und
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vermutlich multifaktoriell sein diirfte. Vielmehr scheint insbesondere die Pathogenese
des Morbus Crohn zumindest zum Teil auf dem Vorhandensein spezifischer genetischer
Mutationen zu beruhen, durch die die Antigenprisentation beeintrichtigt wird und
wodurch es zu einer vermehrten Aktivierung proinflammatorischer Faktoren kommt.
Der primédre Defekt konnte dabei Antigen-prisentierende Zellen des Darms wie
Epithelzellen, dendritische Zellen und Makrophagen betreffen, wobei sekundir T-
Zellen durch (Fehl-) Aktivierung zum Unterhalt der chronischen Entziindung beitragen

konnten °.

1.3 Regulatorische T-Zellen

Eine besondere Rolle fiir den Erhalt der immunologischen Homoostase wird den
regulatorischen T-Zellen zugesprochen. Seit Anfang der 1980er Jahren wird vermutet,
dass sich Subpopulationen von CD4"-T-Zellen identifizieren lassen, die mit einer
regulatorischen und immunsuppressiven Funktion versehen sind und es begannen
intensive Forschungen, um diese Zellen niher zu charakterisieren.

1990 wurde beschrieben, dass bei Kindern, die unter CED litten, eine im Vergleich zu
gesunden Probanden erhohte Anzahl CD25%-Zellen in der intestinalen Lamina propria
und in peripherem Blut nachgewiesen werden konnte %’

Einige Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass eine Untergruppe der T-Zellen, sog.
CD4"CD25"-regulatorische Zellen im Mausmodell nach Transfer die Ausprigung der
Colitis abmildern konnten ** .

In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese CD4*-Subpopulation in der
Lage war, eine schwere Colitis abzuschwichen 39 bzw. durch Transfer dieser
CD4"CD25"-Zellen in erkrankte Tiere sogar eine Heilung einer bereits bestehenden
Colitis erzielt werden konnte, wobei sich die entziindlichen Infiltrate in der Lamina
propria zuriickbildeten und sich histomorphologisch die Darmschleimhaut normalisierte
% Dies konnte durch Transfer CD25- negativer CD4*-Lymphozyten nicht erreicht
werden.

Wie Abb.1.1 darstellt, entwickeln SCID-Miuse nach Injektion von naiven CD45RB™¢"-
CD4*-T-Zellen eine Colitis. Durch Kotransfer von CD45RB™¢"-T-Zellen zusammen mit
CD25%-T-Zellen konnte diese verhindert werden. Interessant erscheint in diesem
Zusammenhang auch die Rolle des Interleukin-10, eines bedeutsamen

antiinflammatorischen Zytokins, das von regulatorischen T-Zellen (T, sezerniert wird
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und im Folgenden noch niher erldutert werden soll. SCID-Maiuse, die mit CD45RBMeM

T-Zellen und CD25"-T-Zellen Interleukin-10-defizienter Méuse rekonstituiert wurden,
entwickelten jedoch dennoch eine Colitis. Ebenso zeigte sich, dass sich durch
gleichzeitige Gabe eines Anti-Interleukin-10-Antikorpers der protektive Effekt
kotransferierter CD45RB™ Zellen — die normalerweise ebenfalls in der Lage sind die
Entwicklung einer Colitis zu inhibieren — nicht beobachten ldsst. Diese Beobachtungen
unterstreichen die Wichtigkeit der antiinflammatorischen Wirkung von IL-10 bei der
Entwicklung der chronischen Entziindung im Mausmodell.

Neben der immunomodulatorischen Wirkung bei CED werden T.-Zellen auch
wichtige Aufgaben in der Kontrolle von Autoimmunerkrankungen und Tumor-

Proliferation zugeschrieben.

SCID mouse

CD45RBN T celis IBD
CD45RBN and CD25* T cells No IBD
CD45RB and CD25* T cells —
IL-10-deficient L

Anti-IL-10R
CD45RBN and CDASRBIO T calls = ———fp- B0

or anti-TGF-f

Abbildung 1.1 Das SCID-Transfer Model I: Ubersicht iiber die Entwicklung einer chronischen Colitis
nach Transfer verschiedener Zellpopulationen in SCID-Mduse. (Abbildung iibernommen aus Ethan M.
Shevach CD4+CD25+ Suppressor T Cells, Nature Review’, IBD = inflammatory bowel disease
entspricht dem Begriff CED)

So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass bei Nichtansprechen auf eine
Tumortherapie, durch Transfer von CD4"CD25%-Zellen die Empfindlichkeit des

Tumors gegeniiber der anti-proliferativen Therapie erneut gesteigert werden konnte >
33

Regulatorische T-Zellen, ihre Mediatoren und ihre Interaktion mit dendritischen Zellen
(DCs) in Hinblick auf das Entstehen von CED stehen im Zentrum dieser Arbeit und

sollen im Folgenden niher beschrieben werden.
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1.3.1 CD4'CD25"-Zellen

CD4"CD25"-Zellen stellen eine Subpopulation der T-Lymphozyten dar. Die
Bezeichnung CD Ileitet sich von der Cluster of Differentiation (CD)-Klassifizierung ab.
Der Oberflichenmarker CD4 kennzeichnet alle T-Helfer-Zellen. CD25 ist Bestandteil
der a-Kette des Interleukin 2-Rezeptors, der sich insbesondere auf aktivierten T-Zellen
nachweisen lédsst. Die gleichzeitige Expression von CD4 und CD25 konnte dabei als ein
Charakteristikum einer wichtigen Subgruppe regulatorischer T-Zellen identifiziert
werden, wobei generell in den letzten Jahren auch weitere Oberflichenmarker die
Lymphozyten mit regulatorischer Funktion definieren beschrieben wurden. Es werden
zwei verschiedene Arten von CD4'CD25"-Zellen unterschieden: Regulatorische T-
Zellen, die in jedem Organismus ,natiirlicherweise vorkommen, sogenannte
,hatiirliche regulatorische T-Zellen®, und T-Zellen, die erst als immunologische
Reaktion auf die Interaktion mit Antigen-prisentierenden Zellen generiert werden,
sogenannte ,,adaptive regulatorische T-Zellen*.

Wie gezeigt werden konnte findet die Pragung der natiirlichen regulatorischen T-Zellen
mit Hilfe von korpereigenen Autoantigenen im Thymus statt, wihrend die erworbenen
regulatorischen T-Lymphozyten iiberwiegend in der Peripherie durch korpereigene
Gewebsantigene oder Fremdantigene generiert werden. Gemeinsam ist ihnen, dass ihre
Vorlduferzellen alle aus dem Thymus stammen. Beide Subpopulationen regulatorischer
CD4+ T-Zellen sind auf die Anwesenheit des Zytokins IL-2 angewiesen. CD25 wird
von den natiirlich vorkommenden regulatorischen T-Zellen stets hoch exprimiert. Die
T-Zellen, die ihre Immunitét in der Peripherie erwerben, weisen eine variable CD25-
Expression auf. Beide Untergruppen der T-regulatorischen Zellen scheinen ihre
Funktion durch direkten Zell-Zell-Kontakt und Interaktion mit Antigen-prasentierenden
Zellen (APC) zu vermitteln. Ihre Funktion besteht im Wesentlichen darin,
antiinflammatorische Zytokine, wie z. B. IL-10 und TGF-B, zu sezernieren und die
Proliferation von Effektorzellen zu inhibieren, wodurch aktivierte Immunreaktionen
gebremst werden. Fiir die Funktion der adaptiven regulatorischen T-Zellen der
Peripherie scheint die Zytokinsekretion eine entscheidende Rolle zu spielen, wéhrend
die natiirlich vorkommenden T-regulatorischen Zellen (T.g) auch ohne
Zytokinausschiittung suppressive Effekte ausiiben konnen *,

Dass tatsdichlich das Vorhandensein regulatorischer CD4"CD25%-T-Zellen, die bei
autoimmunen Prozessen stattfindende Dysfunktion der Immunantwort bremsen kann,

konnte aufler bei chronisch entziindliche Darmerkrankungen auch in verschiedenen
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Tiermodellen anderer autoimmuner Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 1 gezeigt

werden .

1.3.2 Zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziierte Antigen 4

T-Lymphozyten mit regulatorischer Funktion werden zudem durch die Expression
weiterer spezifischer Molekiile definiert. So konnte das zytotoxische T-Lymphozyten-
assoziierte Antigen 4 (CTLA4) identifiziert werden, welches in hoher Dichte auf
CD4*CD25*CD45RB"-regulatorischen T-Zellen gefunden werden kann und essentiell
fiir die immunregulatorische Funktion und Homdoostase dieser Zellen ist, wobei es in der
Lage ist eine T-Zell-Aktivierung zu inhibieren *°. Dass das Vorhandensein dieses
Rezeptors auch eine Rolle bei entziindlichen Darmerkrankungen zu spielen scheint,
konnte dadurch gezeigt werden, dass nach Applikation eines CTLA-4 Antikorpers bei
Miusen die gleichzeitig CD4"CD25%-T-Zellen erhielten, die Entwicklung einer murinen
Colitis durch Inhibition des suppressiven Effekts der CD4"CD25"-Zellen nun nicht
mehr verhindert werden kann *’. Die Untersuchungen von Watanabe et al aus dem Jahre
2008 zeige, dass nach Blockade des CTLA-4 die regulative Wirkung von CD4"CD25"-
T-Zellen in einem Maus-Colitismodell verloren geht. Die zundchst beobachtete
Abschwichung der Colitis nach Hinzugabe von regulatorischen T-Zellen ist unter

CTLAA4-Blockade nicht mehr gegeben 38,

1.3.3 Foxp3

Die fox/FOX-Proteine (,.fox*“ bei Tieren, ,,FOX* beim Menschen) sind wichtige
Transkriptionsfaktoren, die die Expression bestimmter Gene steuern konnen, wobei die
Abkiirzung foxp fiir ,forkhead box proteins* steht. Foxp3/FOXP3 ist ein
Transkriptionsfaktor, der iiberwiegend die Entwicklung und Funktion von natiirlich

vorkommenden aktivierten CD4'CD25*-Zellen reguliert *°

. Die Bedeutung dieser
Funktion wird durch das Vorhandensein von foxp3/FOXP3-Mutationen unterstrichen,
die zu einem funktionellen Verlust des Transkriptionsfaktors fithren und zu den
schweren Immundefekten ,,Scurfy* bei Mausen und ,,JPEX‘ (immune polyendocrine
enteropathy — x linked syndrome) beim Menschen fiihren. Beide Syndrome gehen u. a.
mit einer Colitis einher, die der intestinalen Entziindung bei CED #hnelt 4042 - Somit
scheint es ohne die regulierende Funktion des FOXP3-Gens zu einer chronisch

entziindlichen Darmerkrankung zu kommen, was die Bedeutung dieses
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Transkriptionsfaktors und damit regulatorischer T-Zellen bei der Pathogenese von CED
unterstreicht. Daher wird in der Literatur dariiber diskutiert, ob das Vorhandensein
FOXP3-positiver Zellen beim Menschen fiir die Regulation einer iiberschieenden

intestinalen Immunantwort notwendig ist *

. In Tierexperimenten konnte gezeigt
werden, dass sich bei Miusen die eine foxp3-Mutation besitzen Scurfy ausbildete 40,
Darauf aufbauend entstand die These, dass besonders stark aktivierte CD4"-Zellen
durch die foxp3-Mutation nicht mehr regulatorisch titig sein konnen *.

Aber auch der Transkriptionsfaktor foxp3 scheint nicht das alleinige Kennzeichen
regulatorischer T-Zellen zu sein, da er nicht von allen Lymphozyten mit regulatorischer
Funktion exprimiert wird. Demzufolge miissen weitere Merkmale zur Charakterisierung

der regulatorischen Zellen herangezogen werden.

1.3.4 agB,~Integrin

Integrine sind spezielle Oberflaichenmolekiile einer Zelle die auch als
Transmembranproteine bezeichnet werden und zur Gruppe der Adhisionsmolekiile
gezdhlt werden. Sie sind obligate Heterodimere, die sich aus zwei nicht-kovalent
miteinander verbundenen Polypeptid-Ketten, den sogenannten a- und B-Untereinheiten
zusammensetzen (Abb. 1.2). Die einzelnen Integrin-Subfamilien teilt man anhand der
jeweils vorhandenen B-Kette ein, wobei ein Teil der f-Ketten mit mehreren a -Ketten
assoziieren kann, was die strukturelle Vielfalt weiter erhoht. Die meisten der B1-
Integrine, die auf Leukozyten exprimiert sind, vermitteln die Bindung dieser Zellen an
extrazelluldre Matrix wie Fibronektin, Laminin und Kollagen, wobei andere Integrine
noch zusitzlich Interaktionen mit zelluldren Gegenrezeptoren aufweisen. Durch
Interaktion mit dem jeweiligen Rezeptor wird eine intrazelluldre Signalkaskade
aktiviert, der extrazellulare Molekiilanteil dndert seine Konformation nach Aktivierung
der Zelle und dadurch seine Affinitdt zum jeweiligen Rezeptor. Integrine stellen somit
eine Moglichkeit der Zelle dar, auf Reize von extrazelluldr zu reagieren und sind

wichtiger Bestandteil von Signaltransduktionswegen.
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Zellkern 4

Adhésions-
komplex

Integrin-Rezeptor

ECM-Molekiil

Abbildung 1.2 entnommen aus Loffler/Petrides, Biochemie und Pathobiochemie S. 769, 7. Auflage,
Springer-Verlag, Aufbau eines Integrins aus o- und p-Untereinheit, das mit Molekiilen der
extrazelluliren Matrix (ECM) in Kontakt steht und mit seiner intrazelluldren Domdine mit dem Aktin-

Zytoskelett in Verbindung steht und spezifische Proteinkinasen aktivieren kann

Das mukosale ogf7-Integrin (auch als CD103 bezeichnet), das zunichst als
phéanotypischer Marker fiir intraepitheliale T-Zellen (IEL) in intestinalem Epithel, der
Haut- und Lungenepithelien galt *°, konnte kiirzlich als weiteres Charakteristikum
CD4'CD25"-regulatorischer T-Zellen definiert werden. Das agpB;-Integrin  kann
allerdings nicht nur auf IEL und CD4"CD25"-Zellen detektiert werden, sondern wird
auch von CD8" und DCs exprimiert **. Es scheint dabei eine gewisse Organspezifitit zu
existieren, da das agf;-Integrin auffallend héufig auf intestinalen Lymphozyten

nachgewiesen werden kann 46

, was eine wichtige Rolle dieses Integrins fiir die
Interaktion intestinaler Immunzellen vermuten lésst.

Bislang ist als einziger Gegenrezeptor des ogP;-Integrins E-Cadherin identifiziert
worden, welches zu einer Gruppe von Calcium-abhidngigen Zelladhdsionsmolekiilen
gehort, das auf epithelialen Zellen nicht aber in der Lamina propria detektiert werden
kann *’. Es wurde vermutet, dass die ,Hauptaufgabe* des agf;-Integrins darin besteht
die Migration und Retention von Lymphozyten in die Mukosa zu ermoglichen **. Dass
Integrine der P;-Subpopulation (zu denen das a4f7- und das agfs-Integrin gehort)
tatsidchlich fiir eine effektive Lokalisation von Lymphozyten im Gastrointestinaltrakt
verantwortlich zu sein scheinen, konnte kiirzlich gezeigt werden, da Mutationen im
Integrin-Gen fiir die Untereinheit ;7 in Tiermodellen zum Fehlen von Lymphozyten im
Colon fiihrten *.

ag-defiziente Mdusen zeigen dabei eine reduzierte Anzahl nicht nur im intestinalen

Epithel lokalisierter T-Zellen, sondern auch der in der Lamina propria identifizierten
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Lymphozyten *°. Dass das ogf;-Integrin nicht allein fiir die regulatorische Aktivitiit von
CD4"CD25"-T-Lymphozyten verantwortlich ist, konnte die Gruppe um Annacker
zeigen, da auch CD4"CD25"-T-Zellen aus CD103-negativen Tieren in der Lage waren

die Transfercolitis zu verhindern °'.

CD25

(7
¥
3

Abbildung 1.3 Illustration der beschriebenen Marker und Zytokine von CD4*CD25" T-Zellen

CD4
U

CD103

1.4 Zytokine, die flr die Funktion der regulatorischen
T-Zellen eine wichtige Rolle spielen

Interleukine sind zelluldre Botenstoffe. Das Wort ,,Interleukin® ist zusammengesetzt aus
dem lateinischen Wort ,,inter* fiir zwischen und dem griechische Wort ,,leukos* fiir
weill/weille Blutzelle. Interleukine sind Substanzen, die es den Zellen ermdglichen iiber
eine Distanz indirekt Informationen an andere Zellen weiter zu geben.

In der Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen spielen Zytokine eine
tragende Rolle. Es wird vermutet, dass bei CED das Gleichgewicht zwischen pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen auf die Seite der proinflammatorischen Mediatoren
(wie z. B. IL-1, IL-6, IL-8 und TNFo) verschoben ist 2 Auf der Uberlegung basierend,
dass die Applikation bzw. die Stimulation der Produktion antiinflammatorischer
Zytokine dabei das Ungleichgewicht dieser Zyotkingruppen beseitigen konnte und
damit die intestinale Entziindung gebessert werden konnte, riickten insbesondere zwei
antiinflammatorische Zytokine, Interleukin-10 (IL-10) und der transformierende

Wachstumsfaktor-3 (TGF-) in den letzten Jahren in den Mittelpunkt des Interesses.

1.4.1 Interleukin-10

Interleukin-10 (IL-10) wird insbesondere von Ty2-Zellen, sowie CD4"CD25"-Zellen
sezerniert, und unterdriickt die Produktion proinflammatorischer Substanzen wie z. B.
Interleukin-2 und Interferon-y. Mause, denen das Gen fiir die IL-10-Produktion fehlt,

. . .. . ... 53
entwickeln spontan eine schwere transmurale und granulomatdse chronische Colitis ™,
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die durch externe IL-10-Applikation im Tiermodell gemildert werden kann. Ob die IL-
10 Produktion der regulatorischen CD4"CD25"-T-Zellen jedoch alleine die Funktion
dieser Lymphozyten vermittelt, ist unklar. So konnte die Arbeitsgruppe um Thornton
zeigen, dass Antikorper, die gegen IL-10 gerichtet waren, die suppressive Wirkung der
CD4"CD25"-Zellen nicht unterdriicken konnten, was die Vermutung nahe legt, dass die
regulatorische Funktion der Zellen ggf. iiber direkte Zell-Zell-Kontakte und nicht allein
tiber die Zytokin-Sekretion vermittelt wird 3 Die Rolle, die IL-10 bei der
regulatorischen Wirkung der CD4'CD25"-Zellen einnimmt, ist somit noch nicht

ausreichend geklirt.

1.4.2 TGF-B

Neben IL-10 scheint auch der transformierende Wachstumsfaktor-f (TGF-B) als
antiinflammatorischer Mediator fiir die Funktion von regulatorischen T-Zellen wichtig
zu sein > *°. 1986 wurde seine regulierende Aktivitit zundchst bei der Immunantwort
von B-Lymphozyten beschrieben *.

TGF-B wird von zahlreichen unterschiedlichen Zellpopulationen sezerniert und auch die
Expression seines Rezeptors wurde auf den unterschiedlichsten Zellenarten beschrieben.
Es handelt sich dabei um ein Zytokin, das die Aktivierung der spezifischen
Immunabwehr inhibiert. Die Proliferation und Aktivierung von T-Zellen und
Makrophagen wird vermindert und damit eine ibermaBige Entziindung verhindert.

Wie gezeigt werden konnte, spielt es bei verschiedenen chronisch entziindlichen
Erkrankungen eine wesentliche Rolle. So wurde beschrieben, dass es bei TGF-1-
knock-out-Médusen aufgrund einer {berschieBenden Lymphozyteninfiltration zu
multifokalen Entziindungen in simtlichen Organen u. a. auch im Colon kommt .
Experimente in der Transfer-Colitis mit anti-TGF-B-Antikérpern und CD4*CD25*-T-
Zellen lassen vermuten, dass die Anwesenheit von TGF-f fiir die Funktion der T-Zellen
als regulatorische Zellen wichtig ist, da ohne das Vorhandensein von TGF-B bei
Kotransfer von CD4*CD25"- und CD4"CD45RB""Zellen, eine Colitis nicht verhindert

werden konnte >°.
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1.5 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) gehoren zu den Antigen priasentierenden Zellen (APC) des
Immunsystems. IThr Name leitet sich von dem lat. Wort ,,dendriticus® fiir verzweigt ab.
Namensgebend sind ihre verzweigten Zytoplasma-Ausldufer (Abb. 1.4). DCs besitzen
im Wesentlichen zwei Aufgaben: zum einen die Antigenprédsentation und zum anderen
die Stimulation von Lymphozyten, insbesondere von T-Lymphozyten . DCs

sezernieren u. a. das proinflammatorisch wirkende Interleukin-12 .

Abbildung 1.4 Elektronenmikroskopische Abbildung einer dendritische Zelle und eines Lymphozyten,
Departement of Pathology, University of South California

DCs tragen auf ihrer Oberfliche — wie alle APC — das Major Histocompatibility
Complex (MHC)-Molekiil der Klasse 2. Uber die MHC2-Molekiile werden
extrazellulire Proteine prisentiert, die von CD4"-T-Zellen erkannt werden konnen.

Man unterscheidet zwischen naiven und reifen DCs. Dabei finden sich naive DCs
vorwiegend in den peripheren Geweben, wo sie nach aktiver Antigen-Akquisition ihren
Phinotyp veridndern und anschlieBend einen Reifungsprozess durchlaufen. Die reifen
DCs migrieren zu lokalen lymphatischen Geweben um dort das entsprechende Antigen
naiven Lymphozyten zu prisentieren, die in der Folge proliferieren und eine spezifische
T-Zell-Antwort gegeniiber dem jeweiligen Antigen generieren. Auf der Oberfldache
reifer muriner DCs befinden sich u.a. die kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80
und CD86, deren Expression bei Aktivierung dieser Zellen hochreguliert wird und die
fiir die suffiziente Antigenpridsentation gegeniiber T-Lymphozyten und Induktion der
spezifischen T-Zell-Antwort notwendig sind. Wie in den letzten Jahren gezeigt werden
konnte existieren zahlreiche DC-Subpopulationen, die iiber die Expression
verschiedener Oberflachenrezeptoren charakterisiert werden. In der Maus lassen sich
DC:s iiber die Expression von CD11c¢ identifizieren.

Die Rolle der DCs bei CED ist derzeit noch relativ unklar. Eine wesentliche Rolle

scheint jedoch der dysregulierten Interaktion antigen-pridsentierender dendritischer
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Zellen (DCs) mit T-Lymphozyten zu zu kommen. DCs im Darm spielen nicht nur wie
in anderen Geweben eine wesentliche Rolle bei der Prisentation bakterieller Antigene
und Induktion einer aktive Immunantwort sondern sind im gesunden Organismus auch
in die Vermittlung einer peripheren Toleranz gegeniiber Bestandteilen der luminalen
Darmflora involviert, die wesentlich fiir die immunologische Homoostase im Darm ist.
Dabei sammeln sie luminales Antigen und transportieren dies sowie apoptotische
Epithelzellen zu mesenterialen Lymphknoten °'. Zudem sind — wie kiirzlich gezeigt
werden konnte - mukosale DCs in der Lage CCR9*oyB; CD8"-Effektor-T-Zellen zu
generieren, die wiederum spezifisch in die Darmmukosa migrieren o

Es wird angenommen, dass intestinale DCs im Verlauf einer Colitis keine Toleranz
gegeniiber luminalen Antigenen vermitteln wie im gesunden Darm, sondern die
Generierung und Expansion von Effektor-T-Zellen induzieren. Durch Inhibierung der
IL-12-Funktion kann die Toleranz im Tiermodell wieder hergestellt werden. In einer
Vielzahl experimenteller Colitismodelle ist die intestinale Entziindung zudem unter
keimreduzierten Bedingungen deutlich milder ausgepriigt ®%,%. Dies unterstreicht die
Bedeutung einer addquaten Antigenpriasentation durch DCs fiir die intestinale
Homdostase und legt die Involvierung einer fehlregulierten Interaktion von DCs mit T-
Lymphozyten in die Pathogenese chronischer intestinaler Entziindungen nahe.
Intestinalen DCs, die an der Kreuzung "Toleranz versus Immunitdt" ihre Funktion
versehen, scheint damit eine entscheidende, bislang jedoch nur wenig verstandene,
Rolle beim Pathomechanismus chronisch entziindlicher Darmerkrankungen zu

zukommen.

Wie jedoch gezeigt werden konnte finden sich bei Méausen, die eine chronische Colitis
aufweisen eine erhdhte Anzahl aktivierter DCs in der Lamina propria des Colons > .
Zudem lassen sich noch vor der klinischen Manifestation einer Colitis, T-Zellen und
DCs im Colon in Clustern kolokalisiert vorfinden, so dass davon ausgegangen werden
muss, dass die Interaktion dieser Zellen wesentlich an der Pathogenese der chronischen

Colitis beteiligt ist ©°.
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1.6 Arbeitshypothese und Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit regulatorischen CD4"CD25*-T-
Lymphozyten und ihrem Einfluss auf dendritische Zellen.

Eine Theorie zur Pathogenese von CED besagt, dass es durch fehlende Toleranz
gegeniiber korpereigenem Gewebe oder der kommensalen Flora zu einer fehlerhaften
Immunantwort kommt, die zu einer chronischen Entziindung fiihrt. Bisher war gezeigt
worden, dass CD4"CD25"-regulatorische T-Zellen eine Entziindung, wie sie auch bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zu finden ist, abschwéchen konnen 33,
Zentrale Aufgabe dieser Arbeit war es, regulatorische CD4'CD25"-T-Zellen aus
verschiedenen Gewebearten der Maus zu isolieren, genauer zu charakterisieren und ihre
Funktion in Darmentziindungsmodellen zu untersuchen. Um dies mit den Vorgéngen in
gesundem Gewebe zu vergleichen, erfolgte die Isolation zunichst aus gesundem
Gewebe und anschlieBend aus an Colitis erkrankten Méusen.

> Die erste Hypothese dieser Arbeit lautete, dass regulatorische CD4"CD25*-T-Zellen
in Milz, mesenterialen Lymphknoten und insbesondere in der Lamina propria gesunder
und an Colitis erkrankter Tiere vorkommen.

> Dass sich regulatorische T-Zellen nicht nur alleine durch die Positivitit fiir CD25
auszeichnen, sondern sich ihre regulatorische Aktivitit auch anhand von foxp3 und
agf7-Integrin nachweisen ldsst, war eine weitere grundlegende Hypothese dieser Arbeit.
> Nachdem fiir die Immunantwort eines Organismus das Zusammenspiel von T-
Lymphozyten und Antigen-pristierenden Zellen von grof3er Bedeutung ist und iiber die
Interaktion von regulatorischen CD4"CD25"-T-Zellen und dendritischen Zellen derzeit
wenig bekannt ist, sollte ferner iiberpriift werden, ob regulatorische T-Zellen auch einen
regulierenden, Toleranz induzierenden Einfluss auf dendritische Zellen besitzen. Dies
sollte mithilfe von Kokultur-Experimenten untersucht werden.

Die Bestitigung dieser dritten Arbeitshypothese, ndmlich dass regulatorische T-Zellen
auch immunoregulativ auf Antigen-prisentierende Zellen wie dendritische Zellen
wirken, wiirde ein neues Prinzip in die Immunologie einfithren und eine weitere
Vernetzung zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem bestitigen.

Ziel der Arbeit sollte insgesamt sein, ein besseres Verstédndnis fiir die immunologischen
Vorginge bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zu gewinnen, um in Zukunft

neue Therapien zur Behandlung entwickeln zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Labormaterialien und Gerate

AutoMACS Miltenyi Biotec, Gladbach, Deutschland

Heraeus Megafuge 1.0R, Heraeus Sepatech, Osterode am Harz, Deutschland
Biofuge® fresco, Heraeus Sepatech, Osterode am Harz, Deutschland
Brutschrank Heraeus 6000, Heraeus Sepatech, Osterode am Harz, Deutschland
Sterilbank Laminar Flow, Heraeus Sepatech, Osterode am Harz, Deutschland
Mikroskop, Leica, Wetzlar, Deutschland

EPICS® XL-MCL Durchflusszytometer Beckman Coulter®, Krefeld,
Deutschland

Gilson pipetman, Gilson Inc., Middleton, W1, USA

Eppendorf Pipetten, Hamburg, Germany

Transferpette®-8, Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland
TRIO-Thermoblock, BIOMETRA, Gottingen, Deutschland

ritips®, Ritter Laborbedarf, Schwabmiinchen, Deutschland

Biosphere Filterspitzen, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Rundbodenwell-Platten: Nunc™ Nuncoln™ Delta Surface; CAT. No.: 163350;
Batch No.: 065728, Nunc™ GmbH und Co. KG, Wiesbaden, Deutschland
Zihlkammer, LO-LaborOptik, Friedrichsdorf, Deutschland

2ml Spritzen Discardit II ™, Becton Dickenson, Fraga, Spanien

15ml Falcon™, konische Polystyrene-Rohrchen, Blue Max ™ Jr., Ref: 352095,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

50ml Falcon™, konische Polypropylene-Rohrchen, Blue Max ™, Ref. 352070,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

70um Zellfilter, Ref. 352350, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

60 x 15mm Petrischalen Easy Grip 35 3004, Falcon®, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA

SPECTRAflour plus, Tecan Trading AG, Schweiz
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2.1.2 Chemikalien

Albumin aus Rinderserum (BSA) Fraktion V 01400, Lot: 1732, Mr 67.000,
Biomol GmbH Hamburg, Deutschland

B-Aktin-Primer S 5’-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C-3°, MWG
Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

B-Aktin-Primer A 5°-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3°, MWG
Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

CpG-Oligodeoxynucleotide (ODN) 1668 5°-TCC ATG ACG TTC CTG ATG
CT-3’, Metabion, Martinsried, Deutschland

Fetales Kilberserum (FCS), Sigma®- Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Kollagenase, Clostridiopeptidase A; EC 3.4.24.3, Type I, C-0130, Sigma®-
Aldrich Company Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

DNAse I aus Rinderpankreas, Roche Diagnostics GmbH, Basel, Schweiz
Foxp3-Primer 1, 5-CAG CTG CCT ACA GTG CCC CTA G-3°, Prod.-Nr.
415241, TIB Molbiol, Berlin, Deutschland

Foxp3-Primer 2 , 5-CAT TTG CCA GCA GTG GGT AG-3, Prod.-Nr. 415242
TIB Molbiol, Berlin

Hank’s balancierte Salz-Losung modified (10x), H-4385, Sigma®-Aldrich
Company Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Hyaluronidase aus Rinderhoden, EC3.2.1.35, Type I-S H-3506, Sigma®-Aldrich
Company Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

RPMI-1640; Ref.: R8758, Sigma®-Aldrich Company Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Hank’s BSS (1x) hone Ca- & Mg-Ionian, Cat-Nr. H15-010 PAA Laboratories
GmbH

Percoll™ 1,130g/ml, 17-0891-02, Amersham Bioscience

D-PBS — CaCl2 — MgCl2, Lot: 3101663, Ref: 14190-094, Gibco™, invitrogen
Paisley PAA, Schottland

Cytofix/Cytoperm CAT: 51-2090KZ (554722), BD Pharmigen™, San Diego,
CA, USA

Perm/Wash™  Buffer (100x) CAT No.: 51-2091KZ (554723), BD
Pharmingen™, San Diego, CA, USA



18

Material und Methoden

213

Trypanblau Losung (0,4%), Lot 84K2371, Sigma®-Aldrich Company Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland

Penicillin/Streptomycin 100x, Cat No.: P11-010, Lot No.: P01005-0599, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Tiirks Losung, Lot: OB 265407, Merck, Darmstadt, Deutschland
Paraformaldehyd P-6148, Lot 85H0446, Sigma®, St. Louis USA

Hepes Art.-No. 9105.4 Pufferan® > 99% fiir die Gewebezucht C8H18N204S,
M = 238,31 g/mol, Charge 06357312, EG 2309079, Carl Roth® GmbH&Co,
Karlsruhe, Deutschland
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulations-Faktor (GM-CSF), Maus;
rekombinant,  G0282-5UG, 055K1381, Sigma®-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

RiboGreen® RNA Quantitation Kit, R-11490, Molecular Probes Europe BV,
2333 AA Leiden, Niederlande

RNeasy® Mini Kit (250), Cat. No 74106, Lot. No. 11877030, Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland

QIAshredder ™ (250), Cat. No. 79656, Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
RNase free DNase Set (50), Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Beadlyte® Maus Multi-Zytokin Flex Kit (48-554 to 48-565), Upstate®,
Temecula, CA

Antikorper

2.1.3.1 Antikorper fur die FACS-Messungen

Tabelle 2.1 Ubersicht iiber die fiir die FACS-Messungen verwendeten Antikérper

Antikorper | Markierung | Klon Antigen Spezies Konz.

CD16/CD32 | ohne 2.4G2 Fey III/IT Rezeptor Ratte anti-Maus Antikorper 0,5 mg/ml
IgG2b, FITC MPC-11 | Isotypen-Kontrolle Maus anti-Maus Antikorper 0,5 mg/ml
CD4 FITC RM4-5 L3T4 Ratte anti-Maus Antikorper 0,5 mg/ml
CDS8a FITC 53-6.7 Ly-2 Ratte anti-Maus Antikorper 0,5 mg/ml
CDl11b FITC M1/70 IntegrinaM Kette Mac-1a | Ratte anti-Maus Antikorper 0,5 mg/ml
CDl1c FITC HL3 Integrinox Kette Hamster anti-Maus Antikorper | 0,5 mg/ml
CD40 FITC 323 anti-CD40 Ratte anti-Maus Antikorper 0,5 mg/ml
CDS80 FITC 16-10A1 | anti-CD80 Ratte anti-Maus Antikorper 0,5 mg/ml
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CD86 FITC GL1 anti-CD86 Ratte anti-Maus Antikorper 0,5 mg/ml
MHC II FITC 2.G9 MHC II-Rezeptor Ratte anti-Maus Antikorper 0,5 mg/ml
IL-10 FITC JESS 16E3 Ratte anti-Maus Antikorper 0,1 mg/ml
ham IgG1 PE A19-4 Isotypen-Kontrolle Hamster anti-Maus Antikorper | 0,1 mg/ml
IgG2a, PE R35-95 Isotypen-Kontrolle Ratte anti-Maus Antikorper 0,2 mg/ml
CDllc PE HL3 Integrinax Kette Hamster anti-Maus Antikorper | 0,2 mg/ml
CD25 PE PC61 IL-2 Rezeptor a Kette Ratte anti-Maus Antikorper 0,2 mg/ml
CD45rb PE C363.16A | anti-CD45 Ratte anti-Maus Antikorper 0,2 mg/ml
CD62L PE MEL-14 | L-Selektin Ratte anti-Maus Antikorper 0,2 mg/ml
CD103 PE m290 Integrina,E Kette Ratte anti-Maus Antikorper 0,2 mg/ml
FoxP3 PE NRRF-30 Ratte anti-Maus Antikorper 0,2 mg/ml
IL-12 PE C15.6 Ratte anti-Maus Antikorper 0,1 mg/ml

Alle FITC- und PE markierten Antikorper wurden mit Ausnahme des FoxP3-

Antikorpers (eBioscience, San Diego, USA) von BD Bioscience Pharmingen™,

Heidelberg, Deutschland bezogen.

2.1.3.2 Antikorper fiir die CD4*CD25"-Isolierung

Miltenyi Biotec CD4"CD25"-Isolierungs-Kit fiir regulatorische T-Zellen der Maus;

Bestell-Nr..: 130-091-041; Lot. Nr..: 5050629047

Tabelle 2.2 Zusammensetzung des Miltenyi Biotec CD4*CD25"-Isolierungs-Kits

Menge | Bezeichung Beinhaltete Antikorper
CD8a (Ly-2; Isotyp: Ratte IgG2a)
CD11b (Mac-1; Isotyp: Ratte IgG2b)
1 ml | Biotin-Antikorper Cocktail | CD45R (B220, Isotyp: Ratte IgG2a)

CD49b (DX5; Isotyp: Ratte IgM)

Ter-119 (Isotyp: Ratte IgG2b)

MicroBeads, die an monoklonale Anti-Biotin-Antikorper

2ml | Anti-Biotin MicroBeads
gebunden sind (Klon Bio3-18E7.2; Isotyp: Ratte IgM)
monoklonaler Anti-Maus CD25-Antikorper, an PE-konjugiert
1ml |[CD25-PE
(Klon 7D4; Isotyp: Ratte IgM)
| ml Anti-PE MicroBeads MicroBeads, die an monoklonale Anti-PE-Antikorper

gebunden sind (Isotyp: Maus IgG1)
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2.1.3.3 Antikorper fiir die CD4*CD62L*-Isolierung

Tabelle 2.3 Ubersicht iiber die verwendeten Antikorper fiir die CD4*CD62L*-Isolierung

Antikorper Kilon Konz. Hersteller
anti-mouse MHC II 2.G9 0,5 mg/ml BD Pharmingen™
anti-mouse CD8a Ly-2, 53-6.7 0,5 mg/ml BD Pharmingen™
anti-mouse CD11b M1/70 0,5 mg/ml BD Pharmingen™
anti mouse CD45RB B220 RA3-6B2 0,5 mg/ml BD Pharmingen™
goat-anti-rat [gG MicroBeads Miltenyi Biotec Inc.

Weitere Antikorper:
Anti-IL-10-Antikorper m-IL-10-Antikorper Ratte IgG, Klon 2AS5.7 2 mg/ml, 0,5 ml aus

eigener Herstellung

2.1.4 Haufig verwendete Puffer und Medien:

PBS 10x:

80 g NaCl + 2 g KCl1 + 21,6 g Na,HPO4 x 7 H,0 + 2 g KH,PO4
Dest. H,O auf pH 7,2 einstellen und ad 1,0 1 auffiillen.

Durch 1 : 10 Verdiinnung mit destilliertem H,O 1x PBS herstellen.

ACK-Puffer 10x:
82,9 g Ammoniumchlorid NH4Cl (10 x 155 mM) + 10 g Kaliumhydrogencarbonat
KHCOs; (10 x 10 mM) + 20 ml 0,5 M EDTA-L6sung pH = 8,0 auf 1,0 I mit dest. H,O

auffiillen, davon 1x Puffer herstellen

Waschpuffer fiir die Automacs-Separation:

Ix PBS, 2M EDTA

Laufpuffer fiir die Automacs-Separation:

1x PBS, 2M EDTA, 0,5% BSA

Farbepuffer fiir die FACS-Farbungen:
500 ml PBS (1x)

3% FCS

0,09% Natriumazid



Material und Methoden 21

TEA-Puffer (50x):
2M Tris/Acetat pH 8,0
50mM EDTA pHS8,0

Medium fiir Isolierung und Kultur von dendritischen Zellen, Milzzellen und
mesenterialen Lymphknotenzellen

500 ml RPMI-1640 + 50 ml FCS + 5ml Pen/Strep + 500ul B2-Mercaptoethanol

HEPES-Medium fiir die Lamina propria Lymphozyten-Isoation:
500 ml RPMI-1640 + 10 ml 1M HEPES + 10ml FCS + 5ml Pen/Strep

2.1.5 Verwendete Software:

Expo™32 ADC Software, Beckman Coulter®, Krefeld, Deutschland
Microsoft Excel Office 2003

WinMDI 2.8

SigmaPlot 8.0

Reference Manager 10.0
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2.2 Methoden

2.2.1 Generierung dendritischer Zellen (DCs) aus dem
Knochenmark

An Tag 1 wurden einer gesunden Balb/c Maus beidseitig Femur, Tibia und Fibula
entnommen und diese in 20 ml steriles PBS (1x) transferiert. Unter sterilen
Bedingungen wurden in einem zweiten Schritt die Knochen mit Hilfe eines Morsers
zermahlen, in PBS aufgenommen und durch einen 70 pum Filter in ein 50 ml Falcon-
Gefil3 gegeben. Die Zellen wurden dann bei 1200 Umdrehungen 8 min lang bei 4°C
zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in 10 ml Medium
(RPMI-1640 + 10% FCS + 5 ml Pen/Strep + 500 pl B-Mercaptoethanol) aufgenommen
und 10 pl dieser Zellsuspension nach 3 - 5 min Inkubation mit 90 pl Tiirkscher Losung,
die zur Lyse der Erythrozyten diente, zur Auszéhlung der Gesamtzellen verwendet. Fiir
die anschlieBende Zellkultur wurden jeweils 2 x 10° Zellen pro Petrischale ausgesiit.
Das oben genannte Medium musste zusitzlich mit GM-CSF versetzt werden (Konz. 200
U/ml), um die Ausreifung und das Wachstum der dendritischen Zellen zu unterstiitzen.
Jede Petrischale wurde mit 10 ml Medium gefiillt und im Brutschrank bei 37°C und 5%
CO; aufbewahrt. Am Tag 4 wurden die Petrischalen mit je 10 ml zusétzlichem frischem
Medium versetzt. Am Tag 7 wurden zunéchst 10 ml des alten Mediums entnommen und
die Zellen dann wieder mit jeweils 10 ml frischem Medium versorgt. Der
Mediumwechsel wurde schonend durchgefiihrt, um eine frithzeitige Aktivierung der

DCs durch Auf- und Abpipettieren zu vermeiden.

2.2.2 Isolierung von CD4*CD25*- und CD4*CD25-T-Zellen aus
der Milz

Um ausreichend CD4"CD25"-T-Zellen isolieren zu kénnen wurden im Durchschnitt 9-
10 Miuse pro Experiment bendtigt. Die Milz der Tiere wurde entnommen und max.
jeweils 22 Milzen in 2 x 50 ml Medium (RPMI-1640 + 10% FCS) aufgenommen.
Anschlieend wurden die Milzen nach und nach in einer kleinen Petrischale mit dem
Stempel einer 2 ml-Spritze zerdriickt, um eine Einzelzell-Suspension zu erhalten. Um
Gewebsreste zuriickzuhalten wurde die Zellsuspension anschlieend durch ein 70 um
Filter in je ein 50 ml Gefd} iiberfithrt. Die Falcon-Gefidle wurden dann bei 1600

Umdrehungen fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert, die Uberstinde verworfen, das Pellet
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aufgeschiittelt und je 50 ml-Behiltnis mit 20 ml kaltem ACK-Puffer (1x) versetzt. Die
Erythrolyse erfolgte anschlieend fiir 10 min auf Eis. Das Abstoppen der Reaktion fand
mit mind. 20 ml FCS-haltigem Medium statt. AnschlieBend wurde die Suspension bei
1600 Umdrehungen fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet in 20 ml Waschpuffer (PBS (1x) + 5% BCS) resuspendiert. An dieser Stelle
konnten nun die einzelnen Falcon-Rohrchen zusammengefiigt und die Gesamtzellzahl
bestimmt werden.

Im niichsten Schritt schloss sich die CD4*CD25"-Isolierung mit Hilfe des Miltenyi
MACS-Kit (s.0.) an:

Pro 10" Zellen wurden die Gesamt-Milz-Zellen (GMZ) in 40 ul  Waschpuffer
resuspendiert. Nach Zugabe von 10 pl Biotin-Antikérper-Cocktail pro 10" Zellen
rotierte das Gefd 10 min lang im Kiihlraum bei 4°C. Danach wurden jeweils 30 pl
Waschpuffer, 20 pl Anti-Biotin-MicroBeads, 10 pl CD25-PE-AK pro 10’ Zellen
hinzugefiigt und die Zellen ein weiteres Mal fiir 15 min bei 4°C inkubiert. Bevor die
Zellen separiert werden konnten, wurden sie mit 1 - 2 ml Waschpuffer pro 10’ Zellen
versetzt, 10 min bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 500 ul
Waschpuffer pro 10° Zellen aufgenommen. Das AutoMACS-Programm ,,depl-025¢
fiihrte eine Negativ-Selektion durch. Dabei wurden zunichst alle markierten CD4-
negativen Zellen an die magnetische Sdule gebunden, so dass die CD4-positiven Zellen
aufgefangen werden konnten. Im néchsten Schritt wurden die CD4-negativen Zellen
von der Sdule gewaschen und ebenfalls separat aufgefangen.

Die folgenden Schritte wurden nur noch mit den CD4"-Zellen durchgefiihrt. Dabei
wurden die CD4"-T-Zellen zunichst in 90 pl Waschpuffer pro 10" Zellen aufgenommen
und mit 10 pl Anti-PE MicroBeads pro 10’ Zellen versetzt. Die Zellsuspension wurde
fiir 15 min im Kiihlraum in einen Rotor gestellt. Nach einem Waschschritt mit 1 - 2 ml
Waschpuffer pro 10® Zellen und Zentrifugation mit 1600 Umdrehungen fiir 10 min bei
4°C wurde das Pellet in 500 pul Waschpuffer pro 10° Zellen aufgenommen. Das
AutoMACS-Programm ,,possel-d2* fiihrte nun eine Positiv-Selektion durch, wobei die
markierten CD25-positiven Zellen an die magnetische Sdule gebunden wurden. Mit
diesem Schritt lieBen sich zunichst die CD4"

CD25- Zellen als Kontrolle auffangen und nach Ausschaltung des magnetischen
Feldes, in dem sich die Siule befand, konnten separat die CD4"CD25"-Zellen eluiert

werden.
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2.2.3 Isolierung der CD4*CD25*- und CD4*CD25"-Zellen aus
mesenterialen Lymphknoten

Die mesenterialen Lymphknoten (mLK), die sich hauptsdchlich am ileocoecalen
Ubergang befanden, wurden im Gewebsverbund entnommen und zunichst mechanisch
aus dem umgebendem Fettgewebe frei pripariert. Im Folgenden wurden sie in einer mit
Medium gefiillten Petrischale mit dem Stempel einer Spitze zerdriickt und durch ein 70
um Sieb filtriert. Da die Lymphknoten annidhernd frei von Erythrozyten waren, war ein
Lyseschritt mit ACK-Puffer nicht nétig, so dass mit den Zellen nach der Zentrifugation
analog der Aufreinigung der CD4'CD25"- und CD4'CD25-Zellen der Milz

fortgefahren werden konnte.

2.2.4 Isolierung der CD4*CD25*- und CD4*CD25-Zellen aus der
Lamina propria mucosae

Den Méiusen wurde nach Er6ffnung des Abdomens durch einen V-Schnitt das gesamte
Colon entfernt und zunichst in einer Schale mit kaltem PBS gewaschen. Anschlieend
wurde das Colon mit einer Knopfschere der Linge nach aufgeschnitten und der Kot
entfernt. Es folgte ein zweiter Waschschritt, indem der Darm kurz in einem Falcon-
Gefil3 mit PBS geschiittelt wurde, um noch anhaftende Kotreste zu entfernen. Danach
wurde der Darm in 0,5 - 1 cm lange Stiicke geschnitten und kam in einen mit HEPES-
Medium gefiillten sterilen Becher (max. 2% Dédrme pro Behilter). Die Darmstiicke
wurden im Becher nun 20 - 30 min bei 37° C im Wasserbad geschiittelt. AnschlieBend
wurden sie iiber ein Metallsieb gegeben und das aufgefangene Medium verworfen. Die
Darmstiicke kamen nun in ein 50 ml Gefid3 mit 20 ml Medium und wurden 20 sec
kriftig geschiittelt. Dies wurde noch zweimal wiederholt, um die Epithelzellen zu
entfernen. Der die abgeldsten Epithelzellen enthaltende Uberstand wurde jeweils
verworfen.

Nach dem Auswaschen der intraepithelialen Lymphozyten wurden die Stiicke von
jeweils 2 ¥2 Darmen in ein Becherglas mit 40 ml 1xHBSS + EDTA gegeben (10 ml
HBSS + 40 pl 0,5 M EDTA) und 20 min bei 37°C geriihrt. EDTA wurde zugefiigt, um
Ca** Ionen, die fiir die Zell-Zell-Verbindung iiber Adhédsionsmolekiile wichtig sind,
abzufangen und damit verbleibende Epithelzellen von der Basalmembran abzuldsen.

Die Darmstiicke wurden dann wieder iiber das Sieb gegeben und erneut in 40 ml HBSS
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(diesmal ohne EDTA) tiberfiihrt und weitere 10 min geriihrt. AnschlieBend wurde der
Darm kurz in komplettem Medium gespiilt.

Die Darmstiicke wurden dann auf Parafilm 1 min lang mit einer Schere mechanisch
zerkleinert und somit fiir den Verdau vorbereitet. Pro 2,5 Diarme wurden 21,5 ml RPMI-
Medium (ohne Zusitze), 20% FCS, 1 mg/ml Kollagenase, 2 mg/ml Hyaluronidase und
0,3 mg/ml DNAse benétigt. Kollagenase und Hyaluronidase wurden dazu verwendet,
die extrazellulire Matrix zu spalten. Die DNAse hatte die Aufgabe, freigesetzte DNA
zu spalten. Der 90miniitige Verdau bei 37°C wurde nach 45 min kurz unterbrochen, um
die Darmstiicke mit Hilfe einer Spritze erneut mechanisch auf und ab zu scheren. 10
min vor Ablauf der Zeit wurde jedes Becherglas mit 0,5M EDTA versetzt. Nach dem
Verdau wurden die Didrme ein zweites Mal durch die Spritze geschert, die
Zellsuspension iiber einen 70 pum Filter gegeben und der Verdau mit FCS-haltigem
Medium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde im folgenden Schritt bei 300 g 10 min
lang zentrifugiert. Die Pellets wurden nun gepoolt und ein zweites Mal zentrifugiert.
Die anschlieBende Aufreinigung mononukledrer Zellen geschah mit Hilfe eines
Dichtegradienten. Hierzu wurde gebrauchsfertige Percoll™-Losung verwendet. Der
verwendete Percoll bestand aus Silicapartikeln, die mit Polyvinylpyrrolidon beschichtet
waren und hatte eine Dichte von 1,130 g/ml. Das Prinzip der Zellseparation mit Hilfe
eines Dichtegradienten beruht darauf, dass die erwiinschten Zellen, die eine geringere
Dichte besitzen als das Medium, sich oberhalb dieses Mediums ablagern und dort als
Interphase sichtbar werden. Zellen, die eine hohere Dichte besitzen, wie z.B.

Erythrozyten, sinken zu Boden (siehe Abb. 2.1).

Uberstand (einschl. z.T. verbliebener Epithelzellen)

Mononukleidre Zellen (u.a. mit den gewiinschten Lymphozyten)

Erythrozyten

Abbildung 2.1 Schematische Abbildung der Verteilung der einzelnen Zellen aufgrund ihrer Dichte nach

Zentrifugation der Zellsuspension im Percoll™-Dichtegradient

Zunachst wurde ein 100%iger Percoll aus 50 ml Percoll™-Lésung, 4,33 ml 10x HBSS,
220 ul IN HCI (= 36,46 g/mol) und 500 ul 1M HEPES hergestellt. Aus dem 100%igen

Percoll wurden ein 66%iger und ein 44%iger Percoll hergestellt, da die Zellen pro Darm
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in 8 ml 44%igem Percoll resuspendiert und mit 2 ml 66%igem Percoll unterlegt werden
sollten. Die Zellen wurden dann bei 2500 Umdrehungen ohne Bremse 20 min bei 24°C
zentrifugiert, um eine Auftrennung mit Hilfe des Dichtegradienten zu ermdglichen.
Nach der isopyknischen Zentrifugation, d.h. Anreicherung auf einer dichtekonstanten
Phase, wurde vorsichtig die Interphase, in der sich nun die mononukledren Zellen
angereichert hatten, abgenommen. Es schloss sich ein Waschschritt mit sterilem
Medium an, um Reste des zytotoxischen Percolls moglichst vollstandig zu entfernen.
Danach konnten die Zellen gezédhlt werden. Wie auch bei den Milz-Lymphozyten
erfolgte nun die CD4"CD25"-Isolierung mit dem Miltenyi CD4"CD25*-Kit. Pro 10’
Zellen wurde dasselbe Volumen an Biotin-Antibody-Cocktail, Anti-Biotin-MicroBeads,
CD25-PE-AK und Anti-PE MicroBeads benétigt wie oben beschrieben. Die Isolierung
wurde wiederum mit den AutoMacs-Programmen ,depl025“ und ,,posseld2*

durchgefiihrt.

2.2.5 In vitro-Stimulation mit anti-CD3 und IL-2 zur Beurteilung
der Zytokinsekretion

Ein Teil der isolieren Gesamtzellen, CD4"CD25 - und CD4"CD25"-T-Zellen wurde in
IL-2 haltigem Medium (50 U/l) aufgenommen und auf eine 24 h zuvor mit Anti-CD3-
Antikorper (2,5mg/ml) gecoatete 96-Well-Platte gesit, so dass sich jeweils 0,2 x 10°
Zellen mit 200 pl IL-2-Medium in jedem Well befanden. Die Zellen wurden 24 h lang
bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Uberstinde
abgenommen und zunichst bei —20°C eingefroren. Die Messung der im Uberstand

befindlichen Zytokine erfolgte mittels Luminex und ELISA.

2.2.6 Kokultur

Die isolierten CD4"CD25"- und CD4"CD25-T-Zellen wurden noch am gleichen Tag
mit den DCs in Kokultur gebracht. Dazu wurde die benétigte Anzahl an T-Zellen
zweimal mit sterilem Medium gewaschen und das Pellet dann in dem entsprechenden
Volumen an Medium aufgenommen, um 4 x 10° Zellen in 250 ul zu erhalten. Die DCs,
die wie oben beschrieben eine Woche zuvor aus Knochenmarkszellen generiert wurden,

wurden in IL2-Medium resuspendiert, so dass sich 2 x 10° Zellen in 250 ul befanden.
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Die Zellen wurden nach dem Pipettierschema in Abb. 2.2 im Verhiltnis 2 : 1 (T-Zellen
zu DCs) in 48 Well-Platten ausgesiit.

A B C D E F G

4x10° 4x10° 4x10°
CD25+ |CD25- 2x10° 2x10° 2x10° 2x10° CD25-
2x10° 2x10° DCs +|DCs +[DCs +|DCs  +|2x10’
1| DCs DCs Medium |Medium |[Medium |[Medium |DCs

4x10° 4x10° 4x10°
CD25+ | CD25- 2x10° 2x10° 2x10° 2x10° CD25-
2x10° 2x10° DCs +|DCs +[DCs +|DCs  +|2x10’
2 | DCs DCs Medium |Medium |[Medium |[Medium |DCs

4x10° 4x10° 4x10°
CD25+ |CD25- 2x10° 2x10° 2x10° 2x10° CD25-
2x10° 2x10° DCs +|DCs +|DCs +[DCs  +|2x10°
3 |DCs DCs Medium |Medium |Medium | Medium

4x10° 4x10°
CD25+ |CD25- 2x10° 2x10°

2x10° 2x10° DCs +|DCs +
4 | DCs DCs Medium Medium
4x10°
CD25- 2x10° 2x10°

2x10° DCs +|DCs +
DCs Medium Medium
2x10°
CD25- 2x10° 2x10°

2x10° DCs +|DCs +
DCs Medium Medium

Abbildung 2.2 Beispiel fiir die Plattenbelegung der Kokultur in einer 48er Well-Platte

Zu Beginn der Versuchsreihe fiihrten wir die Experimente mit zwei unterschiedlichen
Zellzahlverhiltnissen durch. Einmal wurden die 4 x 10° CD4*CD25*- und CD4*CD25 -
Zellen wie oben beschrieben mit 2 x 10> DCs (2 : 1) in Kultur gebracht, parallel dazu
wurden Kokulturen mit nur 1 x 10> DCs (4 : 1) durchgefiihrt. Die Versuche zeigten eine
ausgepriigtere Suppression der Oberfléichenexpression bei den Kokulturen mit 2 x 10°
DCs, die mit dem Verhiltnis 1 : 2 zu den T-Zellen standen. Daraufthin wurden alle

folgenden Experimente im Verhiltnis 1 : 2 von T-Zellen zu DCs durchgefiihrt.



28 Material und Methoden

Insgesamt wurde die Kokultur fiir drei Tage im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,
inkubiert.

Die in der Abb. 2.2 hellgrau unterlegten Wells wurden fiir die letzten 24 Stunden mit 5
ul CpG (100 pg/ml) stimuliert. Die dunkelgrau unterlegten Wells wurden fiir die letzten
8 Stunden mit Golgi Plaque (1 pg/ml) versetzt, um die Sekretion produzierter Zytokine
in den Uberstand zu verhindern und die Zytokine fiir die anschlieBende
intrazytoplasmatische FACS-Firbung intrazellulédr anzureichern.

Den Wells, die mittelgrau unterlegt sind, wurde zu Beginn der Inkubationsperiode Anti-
Interleukin-10-Antikorper zugesetzt. Die Konzentration betrug bei den ersten
Experimenten 10 pg/ml, wobei die Konzentration bei den spéteren Experimenten auf 20
pg/ml gesteigert wurde. Diese Wells wurden ebenfalls fiir die letzten 24 h mit CpG
stimuliert.

Am dritten Tag wurde die Kokultur beendet und die in Tab. 2.4 und 2.5 dargestellten
FACS-Firbungen durchgefiihrt.

Tabelle 2.4 Ubersicht der Oberflichen-FACS-Firbung der Kokultur; Kontroll-Férbungen nur von DCs
unstimuliert oder CpG stimuliert und CD4*CD25 -Zellen & DCs unstimuliert

FITC PE
ko1 ratlgG2a hamlgG1
ko2 MHC II hamlgG1
1 ratlgG2a CDll1c
2 MHC II CDllc
3 CD40 CDll1c
4 CD80 CDll1c
5 CD86 CDll1c
ko 3 fiir CD86 hamlIgGl hamlgG1

Tabelle 2.5 Ubersicht der intrazelluliiren FACS-Firbungen der Kokultur (,,*“ bedeutet intrazelluliire

Markierung)
FITC PE
1 hamlIgG1 ratlgG*
2 CDll1c IL-12%*
3 ko* ratlgG bzw. CD25
4 IL-10%* CD25
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2.2.7 Auswertung mithilfe des Durchflusszytometers

Das Durchflusszytometer wurde dazu verwendet, die Zellen zum einen hinsichtlich
ihrer Grofle und Granularitit zu beurteilen und zum anderen, um gezielt markierte
Rezeptoren auf ihrer Oberfldache nachzuweisen.

Elektronen des Lasermediums — im Falle des EPIXS®XL-MPC-Lasers Argon - werden
dabei dazu angeregt, ihre urspriingliche Elektronenschale zu verlassen und werden
durch Energie in die nidchst hohere Schale gebracht. Wenn diese Elektronen wieder in
ihre Ausgangsschale zuriickspringen, entsenden sie Strahlung einer charakteristischen
Wellenldnge (488 nm). Auch andere Atome, die angeregt wurden, emittieren bei
Auftreffen dieses Lichtes Strahlung derselben Wellenldnge. Das monochromatische
Licht wird von Linsensystemen gebiindelt und trifft dann auf die Zellen. Beim
Auftreffen des Lichtes kommt es zu einer Streuung. Die Strahlen, die nach vorne
(Forwardscatter) abgelenkt werden, geben Aufschluss iiber die Grofe der Zelle, die
gestreuten Strahlen, die orthograd zum Laserstrahl detektiert werden (Sidescatter), iiber

die Zellgranularitit (siehe Abb. 2.3).

Forwardscatter (FS)

Sidescatter
< & -
(SS) < Nt
TTTT

Z Laser k

Abbildung 2.3 Schematischer Aufbau und Funktionsweise eines Durchflusszytometers
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Dargestellt wird das Ergebnis in einem sogenannten ,,Dotplot* (sieche Abb. 2.4), indem

jeder Punkt einem gemessenen Event entspricht:

10+

10

107

Granularitit

S5L0C

10"

10

GroBe

Abbildung 2.4 Schematische Darstellung eines beliebigen Dotplots nach Grofle und Granularitdit sortiert

Eine andere Moglichkeit der graphischen Darstellung sind so genannte Histogramme
(s.u.).

Durch den Laserstrahl kdnnen aber auch Fluoreszenzfarbstoffe zum Emittieren eines fiir
sie charakteristischen Wellenldngenbereichs angeregt werden. In den folgenden
Versuchen wurde iiberwiegen mit FITC- und PE-Farbstoffen gearbeitet.

Uber Spiegel und optische Systeme gelangte das nach Wellenlinge aufgeteilte Licht zu
seinem jeweiligen Detektor. FITC wurde im Fluoreszenzkanal 1 (FL1), PE im

Fluoreszenzkanal 2 (FL2) gemessen.

2.2.8 Vorbereitung der Zellen flr die FACS-Messung

2.2.8.1 Oberflachenfarbungen

Pro Well wurden je 0,2 x 10° Zellen auf einer 96er Rundbodenplatte verteilt. Nach
einem 5-miniitigen Zentrifugationsschritt bei 1600 rpm und 4°C wurden zu jedem Well
100 ul des Fc-Blocks (1 pg/ml) hinzugefiigt. Der Anti-CD16/CD32-Fc-Block stellt
einen monoklonalen Antikorper dar, der an die extrazellulare Doméne der FcylIll-
(CD16) und Fcyll (CD32)-Rezeptoren bindet. CD16 und/oder CD32 kommen u.a. auf
allen NK-Zellen, Monozyten, Makrophagen, B-Lymphozyten und einigen aktivierten T-
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Lymphozyten vor. Durch Blockierung der Fc-Rezeptoren wird eine unspezifische
Bindung der FITC- und PE-markierten Antikorper, die sonst mit ihrem konstanten Fc-
Teil an diese Fc-Rezeptoren binden konnten, inhibiert. Nach 15 min Inkubation auf Eis
wurden die Wells mit 100 ul Fiarbepuffer aufgefiillt, die Platte 3 min lang zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Nach Aufschiitteln der Pellets wurden je 25 ul des FITC-
markierten Antikorpers (Konz. 20 pg/ml) und 25 pl des PE-markierten Antikorpers
(Konz. 20 pg/ml) hinzugefiigt, um eine Endkonzentration von 10 pg/ml der Antikorper
zu erreichen. Die Antikorper inkubierten 30 - 40 min auf Eis. Dabei wurde stets darauf
geachtet, dass sich die Platte im Dunklen befand, da die Fluoreszenz-Farbstoffe
lichtempfindlich sind. Nach Ablauf der Zeit schlossen sich zwei Waschschritte mit dem
Farbepuffer an. Danach wurden die Zellen in 100 ul 2% PFA (Paraformaldehyd) pro
Well fixiert. Bis zur Messung am FACS-Gerit konnten die fixierten Zellen bei 4°C

gelagert werden.

2.2.8.2 Intrazytoplasmatische Farbung (ICS)

Um Aufschluss iiber die Zytokinsekretion der Zellen zu erlangen, wurden bei einem
Teil der Zellen auch intrazytoplasmatische Farbungen durchgefiihrt.

Fiir die ICS wurden 1 x 10° Zellen pro Firbung — bei sehr geringen Zellzahlen auch
weniger Zellen — eingesetzt. Der 1. Schritt bestand wie auch bei der einfachen
Oberflichenfiarbung aus einem Inkubationsschritt mit Fc-Block. Nach Zentrifugation
erfolgte zunidchst eine Einfachfirbung der Zelloberflichenantigene (in den meisten
Féllen CD4). Hierzu wurden 25 pl des gewiinschten Antikorpers verwendet (Konz 20
pg/ml), der mit 25 pl Firbepuffer verdiinnt wurde, um ebenfalls eine Antikorper-
Endkonzentration von 10 pg/ml zu erhalten. Nach 30 min Inkubation auf Eis schlossen
sich zwei Waschschritte mit Fiarbepuffer an, um nicht gebundene farbstoffmarkierte
Antikorper zu entfernen. Im folgenden Schritt wurde die Zellmembran mit Hilfe einer
Cytofix/Cytoperm-Fertiglosung permeabilisiert. Hierzu wurden die Zellen in dieser
Losung resuspendiert und fiir 10 - 20 min auf Eis inkubiert. Anschlieend schlossen
sich zwei Waschschritte mit der Perm/Wash-Losung an. Erst danach erfolgte die
eigentliche intrazytoplasmatische Fiarbung mit den ausgewihlten Antikérpern
(Endkonzentration 10 pg/ml) fiir 30 - 40 min im Dunkeln. Zwei abschlieBende
Waschschritte trugen dazu bei, ungebundenen Farbstoff moglichst vollstindig zu

entfernen. Zur Messung wurden die Zellen in PBS (1x) aufgenommen.



32 Material und Methoden

Einige Zellen der durchgefiihrten Kokulturen wurden 8 - 10 h vor dem Ernten und ihrer
Farbung mit Golgi Plaque (1 pg/ml) versetzt. Dies verhinderte die Exozytose der
gebildeten Interleukine, indem der Transport vom endoplasmatischen Retikulum zum
Golgi-Apparat unterbrochen wurde. So konnten auch schnell gebildete Zytokine, die

bald nach ihrer Produktion sezerniert worden wiren, nachgewiesen werden.

2.2.9 RNA

2.2.9.1 Isolierung der RNA

(Unter Verwendung des RNeasy® Mini Kits, der QIAshredder ™ und des RNase free
DNAse Sets)

Am Tag der Zellisolierung wurden jeweils 5 x 10° Zellen in 350 ul RNeasy Lysepuffer
(RLT), der mit 3,5 ul B-2-Mercaptoethanol versetzt wurde, gelost. Der RLT-Puffer
spaltet dabei die Disulfidbriicken, wodurch die Tertidr- und Quartirstruktur der Proteine
aufgelockert wird. In diesem Zustand konnten die Proben fiir 1 - 2 Monate bei -80°C
gelagert werden.

Die eigentliche RNA-Isolierung begann mit dem Schritt die 350 ul RLT-Puffer, in dem
sich die Zellbestandteile befanden, in einen QIAshredder zu iiberfithren. Der
QIAshredder besitzt einen Filter, der erste grobe Verunreinigungen zuriickhalten soll.
Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 13000 Umdrehungen pro Minute (Biofuge fresco)
konnten grofle Gewebsstiicke verworfen werden. Zur gereinigten Losung wurden pro
350 ul jeweils 350 ul 70% Ethanol, der mit DEPC-Wasser hergestellt wurde, zugefiigt
und mit einer Pipette vermischt.

Fiir die folgenden Schritte wurde der RNase® Mini Kit verwendet. Die 700 pul wurden
in die RNeasy ® Mini Spin Columnes {iiberfiihrt, die einen speziellen RNA-Filter
enthielten, der die RNA zuriickhielt. Die Spin Columnes erhielten neue Auffangbehilter
und wurden fiir 1 min bei 13000 Umdrehungen/min und 4°C zentrifugiert. Dabei wurde
stets darauf geachtet, dass der RNA-Filter nach der Zentrifugation vollstindig trocken
war. Die gewiinschte RNA befand sich nun im Filter.

Im nichsten Schritt wurde die RNA noch mal mit 350 ul RT-Puffer gewaschen und
erneut zentrifugiert. Als nichstes wurden 10 ul der DNAse I aus dem Qiagen-Set sowie
70 ul RNase freier Puffer (RDD) pro Probe genétigt. Die DNAse spaltete

verunreinigende DNA, um eine moglichst reine RNA zu erhalten. Bei mehreren Proben
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wurde ein groeres Volumen in einem Eppendorf-Cup angesetzt. Die Mischung wurde
vermischt, durfte aber nicht gevortext werden.

Je 80 ul des Ansatzes wurden direkt auf die Mitte des Filters pipettiert und 30 min lang
zur Inkubation bei RT stehen gelassen. Danach wurden die Spins fiir 15 sec bei
maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert und das aufgefangene Volumen verworfen.

Es folgten zwei Waschschritte mit RPE-Puffer. Der Puffer wurde nach Anleitung aus 1
Volumenanteil RPE und 4 Volumenanteilen 96 - 100% Ethanol angesetzt. Jedes Spin
Column wurde mit 500 ul gewaschen und im 1. Schritt fiir 1 min und im 2. Schritt fiir 3
min bei 13000 Umdrehungen zentrifugiert. Der aufgefangene Puffer wurde jeweils
verworfen. Nun folgte das Eluieren der RNA. Dies wurde gekiihlt auf Eis durchgefiihrt.
Zunéchst wurde den Spin Columnes ein 1,5 ml Collection Gefill aufgesetzt und 30 ul
RNase freies H,O auf den Filter pipettiert. Das RNase freie Wasser war wichtig, damit
die RNA, die isoliert werden sollte, nicht schon vorzeitig gespalten wurde. Nach der 1
miniitigen Zentrifugation befand sich das Eluat mit der RNA im Eppendorf Cup. Das
Eluat wurde erneut auf den Filter pipettiert und ein weiteres Mal zentrifugiert. Dies

diente zur Verbesserung der Ausbeute.

2.2.9.2 RNA Quantifizierung

Quantifiziert wurde die RNA mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs RiboGreen™ unter
Verwendung des RiboGreen® RNA Quantitation Kits.

Vorbereitend wurde der 20x TE-Puffer 1:20 mit DEPC-H,0 verdiinnt. Ebenso wurde
RiboGreen™ 1:200 verdiinnt. Pro RNA-Probe wurden 2 x 100 ul dieser Verdiinnung
benotigt.

Der Standard wurde 1:50 mit dem 1x TE-Puffer vorverdiinnt, so dass die
Vorverdiinnung eine Konzentration von 2 pg/ml erreichte. Der Standard wurde im
Dunkeln aufbewahrt.

Nach dem Schema in Tab. 2.6 wurden die Standard-Verdiinnungsreihen angesetzt und

jeweils 100 pl davon mit 100 pl RiboGreen versetzt.

Tabelle 2.6 Herstellen einer Verdiinnungsreihe mit Standard und TE-Puffer

Standard 100 pl 75 ul 50 pl 25 ul 10 pl 2 ul -

(2 pg/ml)

+TE - 25 ul 50 ul 75 ul 90 ul 98 ul 100 pl
Endkonz. 1 pg/ml 750 ng/ml | 500 ng/ml | 250 ng/ml | 100 ng/ml | 20 ng/ml 0 pg/ml
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Aus der in den 30 pl geloste RNA wurde zum Teil eine 1:10 Verdiinnung mit DEPC-
Puffer hergestellt, z.B. 2 ul der RNA-Probe + 18 ul DEPC. Von dieser Losung wurden
2 x 5pl auf eine schwarze 96-Well Platte pipettiert (in Doppelbestimmung) und mit
jeweils 95 ul des 1x TE-Puffers auf 100 ul aufgefiillt. Auch die RNA-Proben wurden je
mit 100 pl RiboGreen™ versehen.

An dieser Stelle konnte mit Hilfe des SPECTRAflour plus die Exstinktion bestimmt
werden. Aus den beiden Werten der Doppelbestimmung wurde der Mittelwert

berechnet, um die genaue Konzentration der RNA zu bestimmen.

2.2.9.3 ReverseTranskriptase-PCR

Unter Verwendung des PCR-Kits von Promega

Die optimale Konzentration zum Umschreiben von RNA in cDNA betrug 500 ng/ml.
Pro Probe wurden fiir die PCR folgende Materialien benotigt:

4 ul MgCl,

2 ul dNTP = PCR Nukleotide

1 pl dt Primer

2 ul 10x Puffer

0,75 ul Reverse Transkriptase

0,5 pl Inhibitor

Dieser MasterMix wurde vorsichtig gemischt und das Volumen von 10,25 pl mit RNA
und RNase freiem H,O zu einem Gesamtvolumen von 20 ul ergénzt.

Nun folgten die eigentlichen Schritte der PCR:

B-Aktin-PCR

Die B-Aktin-Amplikation wurde stets als Standard zur Kontrolle mitgefiihrt. Hierzu
wurden jeweils 5 ul cDNA eingesetzt.

Die Primerhybridtemperatur betrug 60°C, die Elongation durch die Polymerase erfolgte
bei 72°C in Anwesenheit von MgCl,.

Foxp3-PCR

Fiir die foxp3-PCR wurden neben 5 pul cDNA jeder Probe jeweils 2 ul des foxp3-Primer
1 mit der Sequenz 5-CAG CTG CCT ACA GTG CCC CTA G-3" und 2 pl des foxp3-
Primer 2 5°-CAT TTG CCA GCA GTG GGT AG-3" eingesetzt. Bei 60°C erfolgte die
Primerhybridisierung. Die Elongation durch die Tag-Polymerase erfolgte bei 72°C in
Anwesenheit von MgCl,.
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Um die replizierten DNA-Abschnitte, sofern sie vorhanden waren, qualitativ
darzustellen, wurde im Weiteren ein 2%iges Agarose-Gel gegossen. Dazu wurden fiir
ein Gel mit 20 Kammern 150 ml TAE-Puffer (1x) mit 3,0 g Nabiere 3 : 1 Agarose-
Pulver in einem Erlenmeier-Kolben geldst. In einer Mikrowelle wurde diese Mischung
aufgekocht und so lange geschwenkt bis die Losung klar wurde. Im néchsten Schritt
wurden 9,0 ul Ethidiumbromid hinzugefiigt. Ethidiumbromid diente als Farbstoff, um
die Banden spiter sichtbar zu machen. Nun konnte das Gel gegossen werden und
aushdrten.

17 pl der replizierten DNA wurden jeweils 3 ul Férbepuffer zugefiigt. Der 100
Basenpaar-Standard wurde 1:4 mit RNase freiem H,O vermischt, d.h. 5 ul 100 bp
Standard und 12 pl H,O.

Die Kammern des 2%igen Agarose-Gels wurden mit je 18 ul Probe bzw. Standard
befiillt. Zusitzlich lief eine Negativkontrolle — H,O und 3 ul Loading Dye — mit.

Bei einer Spannung von 90 V und einer Stromstirke von 400 mA dauerte die
Auftrennung 45 min.

AnschlieBend konnte das Gel aus dem Gerdt entnommen werden und die
Auftrennungsbanden bei UV-Licht dargestellt und zur Dokumentation fotografiert

werden.

2.2.10 CD4'CD62L*-Transfermodell in SCID-Mausen

Das Transfermodell, auf dessen Grundlage unsere Experimente durchgefiihrt wurden,
wurde zuerst von Powrie beschrieben®. Aus der Beobachtung heraus, dass
CD4"CD45RB""_Zellen immunkompetenter Mause, die SCID-Tieren injiziert wurden,
nach einigen Wochen eine Colitis auslosten, die der der CED beim Menschen dhnelte,
wurde dieses Colitis-Modell entwickelt. Histologisch ist es durch eine massive
Infiltration der Colonmukosa durch mononukleare Zellen, hohe Konzentrationen an
proinflammatorischen Zytokinen und klinisch durch ein sogenanntes Wasting-Syndrom
(Verschlechterung des Allgemeinzustandes, Gewichtsverlust, Mangelerscheinungen)
gekennzeichnet.

SCID-Miuse besitzen kein funktionsfihiges zelluldres Immunsystem. Die transferierten
Lymphozyten proliferieren in den lymphopenen Wirten und fithren zu einer

iiberschiefenden Immunantwort von Effektor-Ty1-Zellen.
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Im Gegenzug wurde beschrieben, dass ein gleichzeitiger Transfer von
CD4*CD45RB™"- und CD4*CD45RB""-Zellen in immuninkompetente Miuse eine
Colitis verhindern kann ®’.

Um die aufwendige FACS-Analyse der CD4*CD45RB"™®-Zellen zu vermeiden,
wendeten wir fiir unsere Experimente das weiterentwickelte Transfermodell mit
CD4"CD62L"-Zellen, die in SCID-Miusen ein dhnliches Verhalten zeigen und deren
Transfer bei den Miusen ebenfalls nach 6 - 8 Wochen zu einer Pancolitis fiihrt, wihrend
dhnlich wie bei dem von Powrie entwickelten Colitismodell der Simultantransfer von

CD4"CD62L-Zellen zu einer abgeschwiichten Colitis fiihrt 68,

Fiir die Isolierung von CD4'CD62L"-Zellen wurden die Milzen zweier gesunder
Balb/c-Méuse benotigt. Diese wurden mit dem Stempel einer Spritze zerkleinert und
durch ein 70 um Filter in ein 50 ml Falcon-Behiltnis gegeben. Anschlieend wurde die
Zellsuspension 15 min bei 1600 Umdrehungen und 4°C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in 5 ml Medium aufgenommen und die Zellzahl mit Hilfe
einer Zihlkammer bestimmt. Nach einem 2. Waschschritt wurde das Pellet in 5 ml
Waschpuffer aufgenommen und pro 10’ Zellen mit jeweils 5 pg der folgenden vier
folgenden Antikorper versetzt: CD8a, CD11b, CD45rb, MHC II. Wihrend einer
Inkubationszeit von 30 min bei 4°C wurden die Antikorper an die CD4-negativen Zellen
gebunden. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und pro 107 Zellen in 80 ul
Waschpuffer resuspendiert. Pro 10’ Zellen wurden dann 20 ul Goat-anti-rat MicroBeads
hinzugegeben, die die an die CD4-Zellen gebundenen Antikdrper markierten. Die
Inkubationszeit betrug 15 min bei 4°C. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen in
500 pl Waschpuffer je 10° Zellen resuspendiert. Nun schloss sich die eigentliche
Separation mit dem AutoMacs Geridt an. Das verwendete Programm nannte sich
,.deplete_s* und fiihrte eine Positivselektion durch. Die Anzahl der CD4"-Zellen wurden
mit Hilfe der Neumann Zihlkammer bestimmt und fiir die folgenden Berechnungen
verwendet. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde pro 10’ Zellen 90 pl Waschpuffer
und 10 pl der CD62- L-selectin MicroBeads Mouse zufiigt und die Suspension fiir 15
min bei 4°C inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in 500 ul
Waschpuffer je 10® Zellen resuspendiert und mit dem Programm ,,possel_s“, einer
Positivselektion, separiert. Nun wurde die Anzahl der CD4"CD62L"-Zellen bestimmt
und das zentrifugierte Pellet in so viel sterilem PBS gelost, dass sich jeweils 0,25 x 10°

Zellen in 200 pl Volumen befanden. Denn jedes der Tiere sollte 0,25 x 10° Zellen
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intraperitoneal injiziert bekommen. Ein Teil der isolierten CD4"CD62L"-und
CD4"CD62L-Zellen wurde zur Kontrolle — wie in Tab. 2.7 beschrieben — gefirbt und
mit dem FACS-Gerit analysiert.

Tabelle 2.7: FACS-Firbung der CD4*CD62L" -Zellen und der CD4*CD62L -Zellen

FITC PE
1 ko ko
2 CD4 ko
3 ko CD45rb
4 CD4 CD45rb
5 CD4 CD62L
6 CD4 CD25
7 CDh4 m290
8 Farbepuffer -
9 Schaf-Anti-Ratte-AK -

Jeweils 10-12 SCID-Miuse wurden in individuell ventilierten Kéfigen (IVC) gehalten,
erhielten handelsiibliches Futter und Aqua ad libitum.

In der Regel wurde die Colitis, die die Transfertiere entwickelten, nach 7 - 8 Wochen
klinisch manifest. Um den richtigen Zeitpunkt abschétzen zu konnen, wurden die Tiere
wochentlich gewogen und ihr Kot auf Festigkeit beurteilt. Nach zunidchst noch
Zunahme der Tiergewichte lieen sich etwa 2 Wochen bevor die Colitis manifest
wurde, Gewichtsabnahmen von 0,5 - 1 g pro Woche verzeichnen, wenige Tage vor
Beendigung des Experiments wurde der Kot der Miuse ungeformt und breiig, das Fell
der Tiere struppiger und hiufig entwickelten die Tiere ein Analekzem aufgrund der
vermehrten Diarrhoe.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Tierversuche wurden von den entsprechenden

Behorden genehmigt.gfef

2.2.1 Luminex
Das Luminex-Verfahren ist eine Methode, die die Vorziige von ELISA (enzyme-linked
immuno sorbent assay) und die der Fluoreszenz-Immunassays verbindet, wodurch der

Nachweis von Interleukinen in gewonnenen Uberstinden moglich und gleichzeitig
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quantitativ messbar wird.

Zur Vorbereitung der Messung wurden Beadlyte® Maus Multi-Zytokine Flex Kits nach
Protokoll B fiir Proben, die aus Zellkulturen stammen, verwendet.

Der Beadlyte® Maus 21-plex Multi-Zytokine Standard wurde in 1 ml Medium gelost,
fiir 15 sec gevortext und anschlieBend fiir 5 min auf Eis inkubiert. Dies war nun
Standard A. Um Standards B bis H zu erhalten, wurde eine Verdiinnungsreihe (1:2), wie

aus Tab. 2.8 ersichtlich, erstellt.

Tabelle 2.8: Herstellung der Verdiinnungsreiche fiir die Luminex-Standards

Standard ul des Standards ul des Mediums Konz. pg/ml
A S.0. 0 5000

B 100 von A 100 2500

C 100 von B 100 1250

D 100 von C 100 625

E 100 von D 100 312,5

F 100 von E 100 156,25

G 100 von F 100 78,125

H - 100 0

Die Filterplatte wurde mit 25 ul Beadlyte® Zytokin Assay Puffer benetzt, gevortext und
das Vakuumgerit am Boden der Platte angebracht.

Danach wurden jeweils 50 pul vom Standard und je 25 pl der Proben in jedes Well
pipettiert. Die gesamte Platte inkubierte dann 20 min auf einem Schiittler.

Vorbereitend wurden als nichstes die Beadlyte® Anti-Mouse Zytokin Beads fiir 15 sec
gevortext und fiir weitere 15 sec in ein Sonication Bad (Ultraschallbad) gestellt.

Die Beads wurden dann zu 1x geldst, indem 0,625 ml zu 12,5 - (0,625X Beadmates™)
= X ml Beadlyte® Zytokin Assay Puffer zugegeben wurden. Von dieser Bead-Solution
wurden jeweils 25 ul in die Wells pipettiert. Die Platte wurde mit Folie abgedeckt, kurz
gevortext und iiber Nacht dunkel bei 4°C zur Inkubation aufbewahrt.

Am nichsten Tag wurde ein Vakuum am Boden der Platte angelegt, um die Fliissigkeit
zu entfernen. Den Wells wurde dann 50 pl des Assay Puffers zugefiigt, die Platte
gevortext und diese erneut mit dem Vakuum nach unten abgesaugt. Danach wurden 75
ul in die Wells pipettiert, die Platte mit einer Folie verschlossen und mit geringer

Geschwindigkeit gevortext.
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Fir die folgenden Schritte musste nun die Beadlyte® Anti-Mouse Zytokin Biotin
Losung mit dem richtigen Verhiltnis Beadlyte® Assay Puffer gemischt werden. Von
dieser Losung wurden jeweils 25 ul in die Wells pipettiert.

Die Platte wurde vorsichtig gevortext und 12 h dunkel bei Raumtemperatur inkubiert.
Daran anschlieBend wurde die Beadlyte® Streptavidin-Phycoerythrin Losung
vorbereitet, in dem eine 1:25 Verdiinnung mit dem Zytokine Assay Puffer hergestellt
wurde.

Jedes Well erhielt 25 ul davon, wurde abgedeckt und gevortext. Daran schloss sich eine
Inkubationszeit von 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur an.

Zum Abstoppen der Reaktion, wurde danach jedem Well 25 ul Beadlyte® Stop Losung
zugefiigt. Nach der Einwirkzeit von 5 min wurde die Vakuumpumpe angeschlossen, um
die Platte trocken zu saugen. Vor der Messung wurde den Proben jeweils 125 ul
Beadlyte® Zytokine Assay Puffer zugefiigt und nach Vortexen sowie 1 min Schiitteln

konnte die Bestimmung der Zytokine am Luminex®100™ erfolgen.



40 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Isolierung der untersuchten Zellen

3.1.1 Isolierung von Milzzellen gesunder und kranker Tiere

Aus der Milz einer gesunden Balb/c-Maus lieBen sich in der Regel 40 x 10°
Gesamtzellen isolieren. 40 - 50% dieser Zellen waren T-Lymphozyten (s. Abb. 3.1),
von denen ca. 30 - 40% CD4"-T-Zellen (s. Abb. 3.2) zugeordnet werden konnten. 5 -
7% der gegateten T-Zellen exprimierten zusitzlich das CD25-Oberfldchenantigen und
waren damit positiv fiir CD4 und CD25 (rechter oberer Quadrant Abb. 3.2).
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Abbildung 3.1 Gesamtmilzzellen von gesunden Abbildung 3.2 T-Lymphozyten von gesunden
Tieren im Forward und Side-Scatter, Gate liegt Tieren im CD4-FITC und CD25-PE markiert
auf Lymphozyten

Auch aus der Milz von Tieren, die durch den Transfer von CD4"CD62L*-Lymphozyten
eine Colitis entwickelt hatten, lieBen sich durchschnittlich 40 x 10° Gesamtzellen
isolieren. Von den Gesamtzellen waren allerdings nur 11,2% T-Zellen (s. Abb. 3.3) und
lediglich 2 - 4% der gegateten T-Lymphozyten zeigten Positivitit fiir CD4 und CD25 (s.
Abb. 3.4).
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Abbildung 3.3 Gesamtmilzzellen von erkrankten Abbildung 3.4 T-Lymphozyten von gesunden
Tieren im Forward und Side-Scatter Tieren im CD4-FITC und CD25-PE markiert

3.1.2 Isolierung von mesenterialen Lymphknotenzellen
gesunder und kranker Tiere

Aus den mesenterialen Lymphknoten einer gesunden Maus wurden zwischen 50 und 60
x 10° Zellen gewonnen. Den groBten Anteil der Gesamtzellen machten T-Lymphozyten
mit ca. 68% aus (s. Abb. 3.5). Von den gegateten T-Zellen waren 52,5% CD4"-positive
Lymphozyten, unter denen sich wiederum 9,8% CD4'CD25"-Zellen befanden (s. Abb.
3.6).
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Abbildung 3.5 Gesamtzellen aus mesenterialen Abbildung 3.6 gegatete mesenteriale Lymphozyten
Lymphknoten gesunder Tiere im Forward und gesunder Tiere, CD4-FITC und CD25-PE markiert

Side-Scatter, Gate liegt auf Lymphozyten

Aus den mesenterialen Lymphknoten erkrankter Transfertiere lieBen sich zwischen 1,5
und 2,0 x 10° Zellen gewinnen, d.h. wesentlich weniger als aus mesenterialen
Lymphknoten gesunder Zellen. Allerdings sollte bei diesen Vergleichen bedacht
werden, dass SCID-Tiere vor Injektion von T-Zellen makroskopisch kaum zu

detektierende Lymphknoten besitzen, die anndhernd keine Lymphozyten enthalten. Der
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Anteil der T-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten erkrankter Tiere war mit 13,4%

(s. Abb. 3.7) geringer als bei den gesunden Tieren (s. Abb. 3.5). Jedoch waren 75,1%

der Gesamtzellen CD4 positiv, von denen 11,4% als CD4*CD25"-T-Zellen identifiziert
werden konnten (s. Abb. 3.8). CD4"CD25"-T-Zellen machen bei erkrankten Tieren also

einen hoheren Anteil an den Gesamtzellen aus.
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Abbildung 3.7  Gesamtzellen aus den
mesenterialen Lymphknoten von Transfer-

mdusen mit Colitis im Forward und Side-

Scatter, Gate liegt auf Lymphozyten
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Abbildung 3.9 Gesamtmilzzellen von
Transfermdusen mit Colitis im Forward und

Side-Scatter, Gate liegt auf Lymphozyten
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Abbildung 3.8 gegatete mesenteriale
Lymphozyten von Transfermdusen mit Colitis,

CD4-FITC und CD25-PE markiert
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Abbildung 3.10 gegatete Milz-Lymphozyten von
Transfermdusen mit Colitis CD4*-FITC und
CD25-PE markiert

3.1.3 Isolierung von Zellen aus der Lamina propria des Colons

gesunder und kranker Tiere

Aus der Lamina propria des Colons einer gesunden Balb/c-Maus wurden im Schnitt 10

x 10° Gesamtzellen gewonnen. Dabei waren etwa 40% der Gesamtzellen T-Zellen (s.
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Abb. 3.9), die 30 - 35% CD4"-Lymphozyten (s. Abb. 3.10) aufwiesen. Bei ca. 5% der

gegateten T-Zellen zeigte sich eine Expression von CD25.
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Abbildung 3.11 Gesamtzellen aus der Lamina Abbildung 3.12 gegatete Lamina propria-
propria gesunder Tiere im Forward und Side- Lymphozyten gesunder Tiere, CD4-FITC und
Scatter, Gate liegt auf Lymphozyten CD25-PE markiert

Bei der Zell-Isolierung aus der Lamina propria des Colons erkrankter Transfer-Tiere
konnten mit etwa 11 - 12 x 10° Gesamtzellen pro Tier mehr Zellen als aus dem Darm
gesunder Tiere isoliert werden. Unter den Gesamtzellen waren ca. 22 - 25% -T-Zellen
(s. Abb. 3.13), von denen im Gegensatz zu den T-Lymphozyten aus der gesunden
Colon-Mukosa mit 15,6% ein deutlich hoherer Prozentsatz eine CD25-Expression

zeigte (s. Abb. 3.14).
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Abbildung 3.14 Gesamtzellen aus der Lamina Abbildung 3.13 gegatete Lymphozyten aus
propria von Transfer-mdusen mit Colitis im der Lamina propria von Transfermdusen mit

Forward und Side-Scatter Colitis, CD4-FITC und CD25-PE markiert
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Tabelle 3.1: Zusammenfassende Ubersicht iiber die gemittelte Expression von CD4 und CD25 der

Jjeweiligen Zellen in Prozent mit Angabe der Streuung in Klammern

% CD4 der gegateten Lymphozyten (Streuung)

isolierte Zellen aus:

gesunden Méusen

Colitis-Miusen

Milz 33,3 (29,1 -41,3) 14,4 (13,9 - 14,8)
mLK 55,1 (53,1-57,1) 65,2 (40,0 - 75,8)
LP des Colons 27,7(23,5-35,1) 41,1 (27,2 - 54,9)

% CD4-CD25 der gegateten Lymphozyten (Streuung)

isolierte Zellen aus:

gesunden Méusen

Colitis-Miusen

Milz 3,5(2,6-4,8) 1,9 (0,5 - 3,2)
mLK 7,8 (5,8-9,8) 12,3 (5,9 -19,5)
LP des Colons 2,0(0,5-2,2) 10,0 (4,3 - 15,6)

3.2 Charakterisierung der isolierten Zellen

3.2.1 CD25 als ein Marker fir regulatorische T-Zellen

3.2.1.1 CD25 auf Milz-T-Lymphozyten
Die folgenden Abbildungen zeigen, dass bei der Isolierung von CD4"CD25%-Zellen aus

der Milz eine groBe Reinheit an CD25%-Zellen erzielt werden konnte. Bei den
CD4'CD25"-T-Zellen aus den Milzen gesunder Balb/c-Méuse konnte durch Isolierung
mittels magnetischer Beads eine Aufreinigung bis 94,4% und bei den CD4"CD25*-T-
Zellen aus Milzen erkrankter Tiere bis 86,1% erzielt werden (s. Abb. 3.15). Als
Kontrolle wurde auch die CD4"CD25 -Population isoliert und im FACS analysiert. In
dieser Zellpopulation fand sich mit max. 1,7% CD4"CD25"-Zellen bei gesunden und
0,6% CD4"CD25%-Zellen bei erkrankten Tieren immer noch ein ,,Restanteil CD25-
Lymphozyten. Dies bedeutet, dass moglicherweise in der von uns verwendeten
CD4"CD25-Population immer noch ein sehr geringer Anteil von maximal 1,7% an

CD4"CD25"-Zellen enthalten war (oberer linker Quadrant).
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Abbildung 3.15 Charakterisierung der CD4*CD25"- und CD4*CD25 -Milzzellen, die aus gesunden

und kranken Tieren isoliert wurden, hinsichtlich ihrer CD4- und CD25-Expression

3.2.1.2 CD25 auf mesenterialen Lymphknoten-T-Lymphozyten

Die Zellen der mesenterialen Lymphknoten lieen sich dhnlich gut aufreinigen wie die
Milzzellen. Bei Zellen gesunder mLK konnte eine Reinheit der CD4"CD25"-Zellen von
96,9% und bei Zellen, die aus Tieren mit Colitis isoliert wurden, von 84,1% erzielt
werden (s. Abb. 3.16). Auch hier fand sich ein geringer Restanteil noch vorhandener

CD25" Lymphozyten in den eigentlich CD25-Zellpriparationen.
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Abbildung 3.16 Charakterisierung der CD4"CD25%- und CD4*CD25 -Zellen, die aus mesenterialen

0
Co4FmC
Lymphknoten gesunden und kranken Tiere isoliert wurden, hinsichtlich ihrer CD4- und CD25-Expression

3.2.1.3 CD25 auf Lamina propria-T-Lymphozyten

Wie Abb. 3.17 zeigt, befinden sich in der Lamina propria des Colons @hnlich wie in der
Milz und mesenterialen Lymphknoten ebenfalls CD4'CD25"-Zellen, von denen
angenommen wird, dass sie regulatorische Fihigkeiten besitzen. Die Isolierung und
Aufreinigung der Lymphozytenpopulation aus der Colonmukosa ist deutlich
schwieriger als die aus lymphatischen Geweben wie der Milz oder den mesenterialen
Lymphknoten (mLK). Lediglich 59,2% der aufgereinigten Zellen aus der Lamina
propria gesunder Tiere waren nach Aufreinigung tatsiichlich CD4"CD25%-Zellen. Eine
bessere Aufreinigung konnte aus der Colonmukosa von Tieren mit intestinaler
Entziindung erreicht werden. Hier zeigten 85,3% der Zellen Expression fiir CD4 und
CD25. Die isolierten Zellen konnten zwar hinsichtlich ihrer CD25-Expression gut
isoliert werden, doch schien die CD4-Isolierung sowohl aus dem Colon gesunder als
auch aus dem erkrankter Tiere nicht ausreichend sensitiv genug zu sein, um alle CD4-
negativen Zellen auszusortieren. Problematisch war zudem, dass sich auch in der

CD4"CD25-Population des Colons mit max. 10% eine schwach CD25*-positive T-Zell-

Population befand. Damit ist die Priparation dieser Zellpopulation aus der
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Colonmukosa anspruchsvoll. Das Protokoll konnte leider trotz verschiedener Versuche

nicht soweit optimiert werden, dass eine bessere Aufreinigung erreicht werden konnte.
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Abbildung 3.17 Charakterisierung der CD4*CD25%- und CD4*CD25 -Zellen, die aus Lamina propria
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gesunden und kranken Tiere isoliert wurden, hinsichtlich ihrer CD4- und CD25-Expression

Die Tabellen 3.2 und 3.3. zeigen die einzelnen CD25"-Expressionen in den

durchgefiihrten Experimenten auf. Bei den Messwerten der gesunden Tiere ergibt sich

ein homogenes Bild. Bei der CD25"-Expression der erkrankten Tiere in Tab. 3.3 fillt

auf, dass sowohl bei den Gesamtzellen der mesenterialen Lymphknoten als auch bei den

Zellen der Lamina propria ein groRerer Anteil an CD25"-positiven Zellen zu finden ist.

Tabelle 3.2 Prozentsat; der CD25"exprimierenden Zellen gesunder Tiere in den verschiedenen

Zellprdparationen der einzelnen Experimente

CD25+ Expression in %

1. Exp 2. Exp. 3. Exp. 4. Exp. Mittelwert
lisolierte Zellen aus
Milz
Gesamtzellen 3,1 4.8 5,3 2,6 3.9




48 Ergebnisse
[cD4*CD25 1,2 4.5 3,0 1,7 2,6
ICD4*CD25* 91,3 96,0 95,6 94,4 94,3
|mLK

[Gesamtzellen n.u. n.u 9,8 5,8 7,8
ICD4*CD25 n.u. n.u. 2,9 2,2 2,6
ICD4*CD25" n.u. n.u 96,9 95,6 96,3
LpL

|Gesamtzellen n.u. n.u. 4.8 4.4 4,6
ICD4*CD25 n.u. n.u 3,5 2,9 3,2
CD4'CD25" n.u. n.u. 59,2 60,0 59,6

Tabelle 3.3 Prozentsatz der CD25%exprimierenden Zellen erkrankter Tiere in

Zellprdparationen der einzelnen Experimente

den verschiedenen

CD25+ Expression in %

1. Transfer 2. Transfer 3. Transfer Mittelwert
lisolierte Zellen aus
Milz
|Gesamtzellen 3,2 0,5 0,8 1,5
|CD4+CD25' 3,7 0,6 1,8 2,0
[cD4*CD25" 88,8 86,1 61,5 78,8
|mLK
|Gesamtzellen 19,5 11,4 59 12,3
|CD4+CD25' 3,9 3,6 3,4 3,6
[cD4*CD25" 66,4 86,1 78,6 77,0
LpL
|Gesamtzellen 15,5 43 4,1 8,0
|CD4+CD25' 2,9 4,0 55 4,1
|CD4"CD25+ 85,3 86,9 58,5 76,9
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3.2.2 Untersuchung des Vorkommens von agB;-Integrin auf T-
Lymphozyten

Neben dem Nachweis von CD25 auf den T-Lymphozyten konzentrierten wir uns auf

einen weiteren oben beschriebenen Marker fiir regulatorische T-Zellen, das og-Integrin.

Dieses sollte ebenfalls — wie der IL-2-Rezeptor (CD25) - mittels FACS-

Oberflachenfiarbung detektiert werden. Hierzu wurde - wie im Abschnitt Materialien

und Methoden beschrieben - der Anti-ag-Integrin-Antikorper M290 eingesetzt.

3.2.2.1 Expression des agf7-Integrins auf Milz-T-Lymphozyten

Sowohl bei gesunden als auch bei aus der Milz an Colitis erkrankter Tiere isolierten
CD4"CD25 -Lymphozyten wiesen lediglich 1,7% der Zellen das agp;-Integrin auf. Auf
der Oberfliche von CD4*CD25%-Milzzellen gesunder Balb/c-Miusen hingegen lieB sich
das agf7-Integrin bei 18,6% der Zellen detektieren. Im Gegensatz hierzu zeigten sich
73,2% der CD4"CD25"-Milzzellen, die aus Tieren mit Colitis isoliert wurden agp;-
Integrin positiv (s. Abb. 3.18), was in drei weiteren Experimente bestitigt werden

konnte (s. Tab. 3.4).
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Abbildung 3.18 Ubersicht des Vorkommens von agfs-Integrin auf Milz-T-Lymphozyten anhand von
FACS-Oberflichenfiarbung
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3.2.2.2 Expression des agf7-Integrins auf mesenterialen Lymphknoten-T-
Lymphozyten

Im Gegensatz zu den Zellen, die aus der Milz gesunder Miuse gewonnen wurden,
wiesen CD4"CD25"-mLK-Zellen mit 21,5% eine geringfiigig groBere Population an
Zellen auf, die das ogP7-Integrin auf der Oberfliche exprimierte (s. Abb. 3.19). Auch
hier lief} sich nach Isolierung dieser Zellpopulation von Tieren mit Colitis eine deutlich
groBBere Integrin-ag-positive T-Zellpopulation detektieren. Hier zeigten 77,1% der
CD4"CD25*-Lymphozyten aus mLK eine Expression fiir agp;. Uberraschend ist die
Beobachtung, dass diesmal im Gegensatz zu den bei gesunden Tieren analysierten
Lymphozyten auch CD4"CD25-mLK-Zellen von Miusen mit intestinaler Entziindung
zu einem hohen Prozentsatz (33,1%) dieses Integrin exprimierten. Dass es sich dabei
nicht um einen einzelnen Messfehler handelte, iiberpriiften wir mit zwei weiteren
Transferversuchen (s. Tab. 3.5). Im Mittel exprimierten knapp die Hilfte (40,9%) der
CD4"CD25-Zellen ogf-Integrin.
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Abbildung 3.19 Ubersicht iiber das Vorkommen von agf;-Integrin auf mLK-T-Lymphozyten anhand
von FACS-Oberflichenfirbungen
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3.2.2.3 Expression des agf;-Integrins auf Lamina propria-T-Lymphozyten

Mit 81,9% exprimierten annihernd alle CD4"CD25%-Zellen der Mukosa von Tieren mit
Colitis das mukosale agB;-Integrin, wihrend lediglich 26% der CD4'CD25'-
Lymphozyten aus gesunder Lamina propria das ogf7-Integrin aufwiesen.
Interessanterweise lieB sich in einem Experiment auch hier wieder fiir CD4"CD25 -
Zellen, die aus entziindlich verdnderter intestinaler Lamina propria isoliert wurden, mit
31,7% eine starke Positivitét fiir das ogf;-Integrin aufzeigen. Dies gelang uns jedoch
nur in einem von drei Experimenten (s. Tab. 3.5).

Somit lieB sich sowohl bei CD4"CD25"- als auch auf CD4"CD25 T-Zellen, die aus
mukosalen Geweben (mLK und intestinale Lamina propria) von Tieren mit Colitis
isoliert wurden, eine deutliche Population ogf;-Integrin-positiver Lymphozyten

nachweisen (s. Abb. 3.20).
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Abbildung 3.20 Ubersicht iiber das Vorkommen von agf;-Integrin auf Lamina propria-T-
Lymphozyten anhand von FACS-Oberflichenfirbungen
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Tabelle 3.4 ogf,-Integrin-Expression (in Prozent) der untersuchten Zellen gesunder Tiere in den

einzelnen Experimenten

ogp7-Integrin-Expression in %

1. Exp 2. Exp. 3. Exp. 4. Exp. 5. Exp. Mittelwert
Isolierte Zellen aus
Milz
|Gesamtzellen n.u. n.u n.u. n.u 0,9 0,9
|CD4+CD25' 0,6 n.u 4,7 1,6 1,7 2.2
|[cD4*CD25* 10,5 n.u 16,7 20,3 18,6 16,5
|mLK
|Gesamtzellen n.u n.u n.u. 7,1 5,5 6,3
|CD4+CD25' n.u n.u n.u. 2,0 1,3 1,7
[cD4*CD25" n.u n.u n.u. 21,5 21,7 21,6
LpL
|Gesamtzellen n.u 7,1 n.u. 4,1 1,3 42
|CD4+CD25' n.u 45 n.u. 6,1 2,6 4.4
|CD4+CD25+ n.u 10,9 n.u. 26,0 n.u. 18,4

Tabelle 3.5 ogf,-Integrin-Expression der untersuchten Zellen erkrankter Tiere in den einzelnen

Experimenten
ogf;,-Integrin-Expression in %
1. Transfer 2. Transfer 3. Transfer Mittelwert
lisolierte Zellen aus
Milz
|Gesamtzellen n.u 15,8 n.u 15,8
|CD4+CD25' 8,2 1,6 3,7 45
[cD4*CD25" 73,2 n.u. 61,5 67,4
|mLK
|Gesamtzellen 39,0 26,7 9,1 24.9
|CD4+CD25' 33,1 75,9 13,6 40,9
[cD4*CD25 77,1 n.u. 78,6 77,9
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LpL

|Gesamtzellen 25,0 12,6 n.u. 18,8
|CD4+CD25' 1,3 5,0 31,7 12,7
|CD4+CD25+ 81,9 n.u. n.u. 81,9

3.2.3 Foxp3

Wie bereits erwihnt, ist die Expression des IL-2-Rezeptors CD25 auch ein Marker fiir
aktivierte Lymphozyten, der somit nicht in jedem Fall regulatorische T-Zellen definiert.
Insbesondere in Entziindungsgebieten konnte daher die vermehrte Expression von
CD25 auf T-Lymphozyten auch lediglich ein Zeichen fiir die Aktivierung dieser Zellen
sein und sie daher nicht als regulatorisch charakterisieren.

In den letzten Jahren konnte wie oben bereits beschrieben gezeigt werden, dass
zumindest eine Subpopulation regulatorischer T-Zellen durch die gleichzeitige
Expression des agPs-Integrins (CD103) identifiziert werden kann. Mit dem
Transkriptionsprotein foxp3 wurde zudem ein weiterer Marker fiir regulatorische Zellen
beschrieben. Daher untersuchten wir in weiteren Versuchen die von uns isolierten

CD25"-T-Zellen mittels PCR und FACS-Analyse auf das Vorhandensein von foxp3.

3.2.3.1 Foxp3-PCR

Die aus den aufgereinigten Zellpopulationen isolierte RNA wurde fiir die Durchfiihrung
der PCR zunichst in cDNA umgeschrieben. Ein Teil der cDNA wurde fiir die -Aktin-
PCR verwendet. B-Aktin ist ein Strukturprotein, das in allen eukaryoten Zellen
vorkommt und diente als Kontrolle sowohl fiir das Funktionieren der PCR als auch als
Vergleich der eingesetzten cDNA-Mengen.

Die Auswertung der PCR zeigte Unterschiede in der foxp3-Expression: Bei den
Gesamtzellen von Milz, mLK und Lp zeichneten sich jeweils keine oder allenfalls sehr
schwach leuchtende Banden ab. Nach Auftrennung in CD4"CD25 - und CD4"CD25"-
Zellen konnte bei der qualitativen PCR der CD4'CD25-Zellen fiir den
Transkriptionsfaktor foxp3 keine Bande nachgewiesen werden, wihrend sich bei der
PCR der CD4'CD25"-Zellen deutlich das Produkt fiir foxp3 amplifizieren lieB. Die
Banden fiir das House-keeping Gen B-Aktin waren dabei jeweils zwischen den beiden

Zellpopulationen vergleichbar intensiv (s. Abb. 3.21).
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Gesunde Balb/c
Milz mLK
CD25" CD25 CD25" CD25

FoxP3 I I I I

Abbildung 3.21 Ausschnitte der Agarose-Gele nach Durchfiihrung der PCR fiir foxp3 und p-Aktin;
Einsatz von cDNA von CD4*CD25"- und CD4*CD25 -Zellen, die aus der Milz und mLK gesunder Miiuse

B-Aktin

isoliert wurden.

Bei der Analyse der CD25-Zellen kranker Tiere zeigten sich ebenfalls keine Bande fiir
foxp3. Leider war es aufgrund der z. T. sehr geringen Zellzahlen nicht mdglich, eine
PCR mit cDNA von CD4"CD25"-Zellen erkrankter Tiere durchzufiihren.

Da das Vorhandensein von foxp3 auch mit Hilfe einer intrazytoplasmatischen FACS-
Farbung nachgewiesen werden kann, konzentrierten wir uns daher im Verlauf auf die

Darstellung der Expression dieses Transkriptionsfaktors mittels FACS-Analyse.

3.2.3.2 Intrazelluldrer Nachweis von foxp3 in CD4*CD25*- und CD4*CD25-
Zellen

3.2.3.2.1 foxp3-Nachweis in CD4*CD25"- und CD4*CD25 -Zellen aus der Milz
Bei CD4'CD25-T-Zellen aus der Milz gesunder und kranker Tiere lieB sich foxp3 nicht

in einer im Vergleich zu den Kontrollfarbungen gro3eren Zellpopulation identifizieren,
womit die Ergebnisse der foxP3 PCR in der Milz gesunder Tiere bestitigt wurde.

Die CD4"'CD25"-Zellen der Milz hingegen zeigten sich mit 49,5% bei gesunden und
46,7% bei an einer Colitis erkrankten Tiere stark positiv fiir foxp3 (s. Abb. 3.22).
Auffallend ist, dass annidhernd alle Zellen schwach positiv fiir foxp3 zu sein scheinen.
Dies zeigte sich in allen drei Transferversuchen mit an Colitis erkrankten Tieren und bei

allen drei Auswertungen der foxp3-Messung bei gesunden Tieren.
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Abbildung 3.22 Ubersicht iiber den fopx3-Nachweis bei CD4*CD25"- und CD4*CD25 Milz-

zellen gesunder und kranker Tiere

3.2.3.2.2 Foxp3-Nachweis in CD4*CD25"- und CD4'CD25-Zellen aus

mesenterialen Lymphknoten

Fiir das Auftreten von foxp3 bei mLK-Zellen zeigten sich dhnliche Ergebnisse wie bei
den Milzzellen: CD4'CD25-Zellen, die aus gesunden mLK isoliert wurden, zeigten
keine Expression von foxp3. Dies war auch der Fall fiir CD4'CD25-Zellen, die aus
mLK erkrankter Tiere aufgereinigt wurden. CD4"CD25"-Lymphozyten gesunder Tiere
zeigten hingegen mit 44,6% zu einem hohen Prozentsatz eine Expressionen fiir foxp3.
Dieser Prozentsatz lag mit 57% der CD4"CD25"-T-Zellen bei Lymphozyten, die aus
mLK von Miusen mit Colitis isoliert wurden, etwas hoher. Bei der Betrachtung des
Dotplots fillt auf, dass diese Population wahrscheinlich eine noch hohere foxp3-
Expresssion aufweist, da durch das anhand von Kontrollen gesetzte Gate die schwach
positiven Zellen fiir foxp3 rein rechnerisch nicht zur positiven Population gezéhlt
werden, obwohl sie insgesamt und im Vergleich zu den Negativkontrollen deutlich nach
rechts verschoben sind und damit — wenn auch schwach — fiir foxp3 positiv zu sein

scheinen (s. Abb. 3.23).
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Abbildung 3.23 Ubersicht iiber den fopx3-Nachweis bei CD4*CD25%- und CD4*CD25 -mLK-Zellen

gesunder und kranker Tiere

3.2.3.2.3 Foxp3-Nachweis bei CD4*CD25"- und CD4'CD25-Zellen aus der
Lamina propria
Bei CD4"CD25-Zellen der Lamina propria lieB sich intrazytoplasmatisch - sowohl bei
den gesunden als auch bei den erkrankten Tieren — ebenfalls keine Expression von
foxp3 detektieren. Demgegeniiber gelang der Nachweis von foxp3 auf der Oberfliche
der Lamina propria-CD4*CD25*-Lymphozyten. Dabei zeigte sich erneut ein deutlicher
Unterschied zwischen den Zellen, die aus gesundem Colon und denen, die aus Tieren
mit Colitis stammten. CD4"CD25"-Zellen gesunder Kolonschleimhaut exprimierten zu
16,6% foxp3, withrend der Prozentsatz foxp3-positiver CD4"CD25*-Lymphozyten aus
entziindeter Lamina propria mit max. 52,1% deutlich hoéher lag (s. Abb. 3.24). Auch
hier scheinen es — wie oben bei den mLK-Zellen beschrieben — wahrscheinlich mehr
positive Zellen zu sein, wenn in Betracht gezogen wird, dass die Zellen eine homogene
Population darstellen, die zwar durch das gesetzte Gate in stark positive und negative
Zellen unterteilt werden, das Gate aber nicht den schwach positiven Zellen gerecht

wird.
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Wir fiihrten die CD4"CD25-Isolierung jeweils dreimal aus gesunden und dreimal aus

erkranken Tieren durch. Die foxp3-Expression der CD4"CD25"-Zellen war bei den

gesunden Tieren stets niedriger als bei den erkrankten. Jedoch fanden sich in weiteren

Transfer-Experimenten bei Analysen der CD4"CD25"-Zellen mit 12,6% und 11,0%

positiver Zellen geringere Wert als in dem exemplarisch beschriebenen Experiment (s.

Tab. 3.7).
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Abbildung 3.24 Ubersicht iiber den fopx3-Nachweis bei CD4*CD25"- und CD4*CD25 -Lamina

propria-Zellen gesunder und kranker Tiere

Tabelle 3.6: foxp3-Expression der untersuchten Zellen gesunder Tiere in den einzelnen Experimenten

foxp3-Expression in %

1. Exp 2. Exp. 3. Exp. 4. Exp. 5. Exp. Mittelwert
[isolierte Zellen aus
Milz
|Gesamtzellen n.u. n.u. n.u 2,0 1,2 1,6
|CD4+CD25- n.u n.u 0,2 0,5 0,8 0,5
|CD4"CD25+ n.u n.u 59,5 26,8 49,5 45,3
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|mLK

|Gesamtzellen n.u. n.u. n.u 2,0 3,0 2.5
|CD4+CD25' n.u. n.u. n.u 0,6 0,4 0,5
[cp4*CD25* n.u. n.u n.u 44,6 32,6 38,6
LpL

|Gesamtzellen n.u. n.u. 1,5 3,7 1,7 2,3
|CD4+CD25' n.u. n.u. 2,1 3,5 0,3 2,0
|CD4+CD25+ n.u. n.u. 6,2 16,6 4.6 9,1

Tabelle 3.7 foxp3-Expression der untersuchten Zellen erkrankter Tiere in den einzelnen Experimenten

foxp3-Expression in %

1. Transfer 2. Transfer 3. Transfer Mittelwert
[isolierte Zellen aus
Milz
|Gesamtzellen 1,3 0,6 n.u. 1,0
|CD4+CD25' 14 2,0 1,7 1,7
[cD4*CD25* 54,4 46,7 26,2 42,4
|mLK
|Gesamtzellen 134 6.3 n.u. 9,9
|CD4+CD25' 0,7 0,0 1,1 0,6
[cD4*CD25* 57,0 40,8 58,9 52,2
LpL
|Gesamtzellen 23 1,8 n.u. 2,1
|CD4+CD25' 15 2,3 1,1 1,6
|CD4"CD25+ 52,1 11,0 12,6 25,2
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3.2.4 Zytokinsekretion der charakterisierten regulatorischen T-
Zellen

3.2.4.1 Interleukin-10 Expression

Interleukin-10 (IL-10) ist ein Zytokin, das insbesondere von regulatorischen T-Zellen
produziert wird und dem anti-inflammatorische Effekte zugesprochen werden. Um
Aufschluss iiber die Funktion der von uns niher untersuchten CD4°'CD25"- und
CD4"CD25-Zellen zu erlangen, fiihrten wir Experimente durch, in denen die
Zytokinproduktion dieser Zellen bestimmt wurde.

Nach 24-stiindiger Inkubation der einzelnen Zellpopulationen unter Stimulation mit
einem anti-CD3-Antikorper in Anwesenheit von Interleukin-2 (IL-2) wurde mit Hilfe
einer Luminex-Messung die Sekretion von Interleukin-10 (IL-10) im Uberstand

bestimmt.

Tabelle 3.8 Ubersicht der gemessenen Interleukin 10-Expressionen in den einzelnen Experimenten

Interleukin 10-Expression

Milzzellen gesunder Tiere

1. Exp. 2. Exp. 3. Exp. 4. Exp. 5. Exp.
|GMZ 76,35 128,83 90,31 n.u. n.u.
|CD4+CD25' 294,22 418,94 607,44 n.u. n.u.
[cD4*CD25* 142,37 205,65 625,55 n.u. n.u.

mLK-Zellen gesunder Tiere

1. Exp. 2. Exp. 3. Exp. 4. Exp. 5. Exp.
|mLK n.u. 137,68 224,59 n.u. n.u.
|CD4+CD25' n.u. 265,23 150,79 n.u. n.u.
[cD4*CD25* n.u. 715,52 2011,7 n.u. n.u.

Lp-Zellen gesunder Tiere

1. Exp. 2. Exp. 3. Exp. 4. Exp. 5. Exp.
LpL n.u. n.u. 83,29 164,75 158.5

|CD4+CD25' n.u. n.u. 243,35 181,75 1449.,5
[cD47CD25* n.u. n.u. 866,82 683,47 6306,1
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Milzzellen erkrankter Tiere

1. Transfer 2. Transfer 3. Transfer 4. Transfer
|GMZ 41,11 117,21 310,57 228,69
|CD4+CD25' 181,72 74,3 524,46 687,37
[cD4*CD25* 63,39 19414,25 220,98 565.8

mLK erkrankter Tiere

1. Transfer 2. Transfer 3. Transfer 4. Transfer
|mLK 582,7 116,07 491,01 515,75
|CD4+CD25' 556,53 74,34 702,82 726,315
[cD4*CD25* 1162,5 5151.,2 811,88 2116,21

Lp-Zellen erkrankter Tiere

1. Transfer 2. Transfer 3. Transfer 4. Transfer
LpL 941,23 n.u. 932,87 1993.4
|CD4+CD25' 175,23 n.u. 430,72 690,25
[cD4*CD25* 484,14 n.u. 618,25 445.,5

Die IL-10-Sekretion der Gesamtmilzzellen (GMZ) lag im Mittel bei 98,5 pg/ml.
Aufgereinigte CD4"CD25 - und CD4"CD25"-Zellen der Milz produzierten etwa dreimal
so viel. Bei zwei Experimenten konnte in den Uberstanden der CD4'CD25-Zellen
geringfiigig mehr IL-10 nachgewiesen werden. Bis auf einen Ausreilerwert von
19414,25 pg/ml bei CD4"CD25%-Zellen erkrankter Tiere sezernierten CD4"CD25-
Zellen im Vergleich zu CD25"- Lymphozyten mehr IL-10.

Gesamtzellen mesenterialer Lymphknoten gesunder Tiere produzierten mit 181,1 pg/ml
etwa doppelt so viel IL-10 wie Gesamtmilzzellen. Bei den mesenterialen
Lymphknotenzellen fand sich eine starke IL-10-Sekretion der gesunden CD4"CD25-
Zellen (im Mittel 1363,61 pg/ml vs. 208,01 pg/ml bei CD4"CD25-Zellen). Wurden
Zellen erkrankter Tiere stimuliert, so zeigte sich dieser Effekt auch hier. Die
CD4"CD25"-Zellen waren sekretorisch am stirksten aktiv, wobei die gemessenen
Konzentrationen zwischen den verschiedenen Experimenten stark schwankten (minimal

811,56 pg/ml und maximal 5151,2 pg/ml).
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Bei Lamina propria Gesamtzellen zeigt sich ein groer Unterschied in der gemessenen
IL-10-Sekretion. Wihrend bei Lamina propria Gesamtzellen gesunder Tiere eine
Sekretion zwischen 80 und 305 ng/ml nachgewiesen werden konnte, zeigten die
Gesamtzellen erkrankter Tiere eine deutlich gesteigerte IL-10-Sekrektion von 932,87
bis 1994,4 ng/ml. Die IL-10-Sekretion war bei den Gesamtzellen stirker als bei
CD4'CD25- und CD4'CD25"-Zellen erkrankter Tiere. Unter den Lamina propria
Zellen gesunder Tiere waren die CD4"CD25%-Zellen sekretorisch am aktivsten, gefolgt
von CD4"CD25 -Zellen, die im Mittel die Hilfte bis Dreiviertel weniger produzierten.

Bei den CD4'CD25"- und den CD4"CD25-Zellen fiillt es schwer, eine Aussage zu
treffen. In zwei der drei Experimente wiesen die CD4"CD25"-Zellen eine um 200 — 300
ng/ml hohere IL-10-Sekretion auf. Bei einem Experimente wurde im Uberstand der
CD4"CD25-Zellen mit 690,25 ng/ml mehr IL-10 als bei den CD4"CD25"-Zellen

bestimmt.

Exemplarisch an einem der oben aufgefiihrten Experimente bedeutete dies:

Im Gegensatz zu den Zellen aus Milz und Lamina propria konnten bei den CD4"CD25"-
Zellen der mesenterialen Lymphknoten (mLK) deutlich hohere Konzentrationen an IL-
10 gemessen werden. Bei CD4"CD25"-mLK-Zellen gesunder Tiere konnten IL-10-
Konzentrationen von bis zu 2011,1 pg/ml registriert werden. Dahinter fielen die mLK-
Gesamtzellen mit im Mittel 224,6 pg/ml und die CD4"CD25-Zellen aus gesunden mLK
mit 150,8 pg IL-10/ml deutlich zuriick.

CD4"CD25"-Zellen aus mLK erkrankter Tiere zeigten ebenso wie die CD4"CD25"-
Zellen gesunder Tiere hohe Konzentrationen an IL-10 nach 24stiindgier Stimulation (im
Mittel 2116,2 pg/ml). Die IL-10-Sekretion der CD4'CD25-Zellen lag mit einer
mittleren Konz. von 628,2 pg/ml deutlich darunter. Am wenigsten IL-10 produzierten

die Gesamt-mLK-Zellen mit im Mittel 450,9 pg/ml.
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Abbildung 3.25 Als Boxplot veranschaulichte IL-10 Sekretion von GMZ, CD4*CD25 - und CD4*CD25"-
Zellen der Milz a) gesunder Tiere b) erkrankter Tiere nach 24stiindiger Stimulation mit anti-CD3 und IL-
2
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Abbildung 3.26 Als Boxplot veranschaulichte IL-10 Sekretion von Gesamtzellen, CD4*CD25 - und
CD47CD25"-Zellen der MLK a) gesunder Tiere b) erkrankter Tiere nach 24stiindiger Stimulation mit
anti-CD3 und IL-2

Die Gesamtzellen der Lamina propria gesunder Méuse produzierten im Mittel 164,8
mg/dl, gesunde CD4*CD25 -T-Zellen mit durchschnittlich 181,2 mg/dl etwas mehr und
die gesunden CD4'CD25"-Zellen lagen bei 683,5 mg/dl deutlich hoher. Die
Variationsbreite wird durch die in Abb. 3.25 abgebildeten Box Plots verdeutlicht.
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Abbildung 3.27 Als Boxplot veranschaulichte IL-10 Sekretion von Gesamtzellen, CD4*CD25 - und
CD4*CD25%-Zellen der Lamina propria a) gesunder Tiere b) erkrankter Tiere nach 24stiindiger
Stimulation mit anti-CD3 und IL-2

In den Uberstinden der Lamina propria Zellen erkrankter Tiere konnte bei den
Gesamtzellen eine hohere IL-10-Konzentration gemessen werden (durchschnittlich
932,9 mg/dl). Nach Stimulation von CD4"CD25 -Zellen wurde in ihren Uberstinden im
Mittel ein Wert von 430,7 mg/dl gemessen. Am wenigsten IL-10 wurde in den

Uberstinden der CD4"CD25%-Zellen erkrankter SCID-Miuse detektiert (309,1 mg/dl).

3.3 Ergebnisse der Kokultur der T-Zell-
Subpopulationen mit DCs

Nachdem wir die von uns isolierten CD4"CD25*-T-Zellen phiinotypisch und funktionell
untersucht hatten, fithrten wir im nichsten Schritt weitere Versuche durch, um die
Hypothese, dass CD4"CD25"-T-Zellen die Funktion dendritischer Zellen beeinflussen
konnen, zu untersuchen. Wir wollten dabei untersuchen, ob regulatorische T-Zellen
durch direkte Interaktion mit dendritischen Zellen in der Lage sind, diese zu funktionell
,tolerogenen* dendritischen Zellen zu modulieren und dadurch ihre Aktivierbarkeit zu
inhibieren. Hierzu wurden Kokulturen untersucht, wobei jeweils 4 x 10° T-Zellen mit 2
x 10° in vitro aus dem Knochenmark gesunder Miuse generierten DCs inkubiert
wurden. Als Kontrolle dienten DCs, die ohne die Anwesenheit von Lymphozyten
inkubiert und stimuliert wurden. Um beobachten zu konnen, ob die Kokultur mit den
verschiedenen Lymphozyten-Subpopulationen einen Einfluss auf die Stimulierbarkeit

der dendritischen Zellen hat wurde — um eine bakterielle Stimulation nachzuahmen -
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einem Teil der Kulturbedingungen der Kokultur fiir die letzten Stunden CpG, ein
Fragment bakterieller DNA, welches in der Lage ist dendritische Zellen zu stimulieren
hinzugefiigt.

AnschlieBend wurde mittels FACS-Analyse die Oberflichenexpression der
kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86 detektiert, die nach Aktivierung
von DCs hochreguliert werden. Zudem wurde als weiterer Marker einer eventuellen
Stimulation der dendritischen Zellen mittels intrazytoplasmatischer FACS-Firbung die
Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IL-12 nach Kokultur und anschliefender

Stimulation mit CpG bestimmt.

3.3.1 Kokultur mit isolierten T-Zellen der Milz & DCs

3.3.1.1 Kokultur von DCs mit aus der Milz gesunder Balb/c Mause
isolierten T-Zell-Subpopulationen

Zunichst wurden die Experimente mit Zellen, die aus der Milz gesunder Balb/c-Méuse
isoliert wurden, durchgefiihrt.

Das erste Experimente gab Hinweise auf mogliche suppressive Effekte der
CD4"CD25%-Zellen auf die kokultivierten DCs. DCs, die mit CD4'CD25-Zellen
inkubiert wurden, exprimierten (ohne Stimulation mit CpG) zu 19,3% CD40 im
Gegensatz zu DCs, die mit CD4"CD25" kultiviert wurden, die CD40 nur zu 8,1%
aufwiesen. Demgegeniiber zeigten sowohl DCs, die mit CD4"CD25-Zellen kokultiviert
wurden, als auch DCs, die mit CD4"'CD25"-Zellen inkubiert zu einem hohen
Prozentsatz Expression des kostimulatorischen Molekiils CD80 (52,3% versus 55,3%).
Anders verhielt es sich fiir die Expression von CD86, welches auf DCs die mit
CD4*'CD25-T Zellen kokultiviert wurden zu 46,8% und auf DCs in Kokultur mit
CD4"CD25"-Lymphozyten lediglich bei 32,7% der DCs nachgewiesen werden konnte
(Abb. 3.28).
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3.28 Darstellung der CD40-, CD80- und CD86-Expression unstimulierter DCs der Milz-Kokultur als
Histogramme nach FITC-markierter Farbung und FACS Analyse des 1. Exp.

DCs alleine exprimierten MHC II zu 45,6%. Die CpG stimulierten DCs zu 59,6%. Bei
Kokultur mit T-Zellen der Milz zeigten sich sowohl bei den DCs, die mit unstimulierten
als auch bei denen, die mit CpG-stimuliert waren, hohere Werte, wobei sich der
Einfluss der Kokultur mit CD4"CD25"- und CD4"CD25-Zellen nur wenig voneinander
unterschied. Ahnlich verhielt sich auch die CD40-, CD80- und CD86-Expression:
Unstimulierte DCs exprimierten nur zu einem geringen Prozentsatz diese CD-Marker,
wurden sie allerdings mit CpG stimuliert, konnten beispielsweise Werte von 8% fiir
CD40, 45,6% fiir CD80 und 46% fiir CD86 erreicht werden (s. Tab. 3.9). Die DCs der
Kokultur zeigten schon unstimuliert hohe Werte fiir CD40 (DCs & CD4"CD25™ 5,5%
vs. DCs & CD4"CD25" 3,1%), CD80 (DCs & CD4"CD25 44% vs. DCs & CD4"CD25"
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41,5%) und CD86 (DCs % CD4"CD25 39,4% vs. 34%). Die CpG-Stimulation erhhte
den Prozentsatz positiver Zellen erwartungsgemil nochmals, jedoch jeweils nur
geringfiigig.

Die DC-Kokultur mit Milzzellen gesunder Tiere wiederholten wir viermal. Bei dem 3.
Experiment konnten nur die CD4'CD25-Zellen gemessen werden und sind im
Folgenden nicht in der Gesamtstatistik aufgefiihrt.

Die Ergebnisse der unstimulierten DCs des 4. Experiments dhnelt den oben angefiihrten,
bei der 2. Durchfiihrung konnte kein eindeutiger suppressiver Effekt der CD4*CD25%-
Zellen gegeniiber den CD4"CD25 -Zellen verzeichnet werden (s. Tab. 3.9). Insgesamt
differieren die gemessenen Expressionen der Oberflachenmarker nur wenig, so dass
hiermit noch keine Aussage zu einer moglichen Suppression getroffen werden kann. Es
ergibt sich lediglich eine Tendenz fiir CD4*CD25"-Zellen eine stirkere suppressive

Wirkung auf dendritische Zellen auszuiiben als CD25 -Lymphozyten.

Tabelle 3.9 Ubersicht der Expression von MHC II, CD40, CD80 und CD86 auf DCs aus der Kokultur mit
CD4*CD25 - und CD4*CD25%-Zellen isoliert von der Milz gesunder Tiere

DCs

unstim. Milz CD4*CD25" & DCs unstim. Milz CD4*CD25* & DCs unstim.

Mittelwert | 1. Exp 2. Exp | 3. Exp. | 4. Exp. | Mittelwert | 1. Exp 2. Exp 3. Exp. | 4. Exp. | Mittelwert
ko 3,3 2,8 2,7 n.u. 1,5 2,3 3,0 2,7 n.u 1,6 2,4
Mhc2 55,6 64,0 71,9 n.u. 56,0 64,0 58,3 74,2 n.u. 53,2 61,9
CD40 7,9 19,3 27,9 n.u. 5,5 17,6 8,1 41,8 n.u. 3,1 17,7
CD80 41,6 52,3 74,8 n.u. 44,0 57,0 55,2 77,0 n.u. 41,5 57,9
CD86 22,6 46,8 72,0 n.u. 394 52,7 32,7 75,2 n.u. 34,0 473

DCs Milz CD4*CD25 & DCs Milz CD4*CD25* & DCs

CpG stim. | CpG stim. CpG stim.

Mittelwert | 1. Exp 2.Exp | 3.Exp |4.Exp. | Mittelwert | 1. Exp 2. Exp 3. Exp. | 4. Exp. | Mittelwert

ko 2,3 2,5 24 n.u 1,5 2,1 3.2 2,4 n.u L5 24
Mhc2 60,1 65,4 63,8 n.u 56,0 61,7 53,2 71,0 n.u. 61,5 61,9
CD40 13,2 15,0 30,5 n.u 10,0 18,5 7,4 20,0 n.u. 6,4 11,3
CD80 41,8 43,9 66,5 n.u 60,6 57,0 17,6 80,8 n.u. 61,3 53,2
CD86 37,2 36,0 62,5 n.u 58,8 52,4 21,2 63,4 n.u. 54,0 46,2
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3.3.1.2 Kokultur von DCs mit aus Milzen erkrankter SCID-Tiere isolierten
T-Zellen

DCs, die iiber 70 h mit CD4"CD25*- und CD4"CD25 -Zellen aus Milzen erkrankter
Tiere inkubiert wurden, zeigten ein dhnliches Verhalten wie DCs, die mit T-Zellen
gesunder Tiere kokultiviert worden waren. CD40 wurde von den DCs der CD4"CD25 -
Kokultur zu 8,0%, CD86 zu 31,9% exprimiert. Bei den DCs, der CD4"CD25"-Kokultur
zeigten sich mit CD40 3,3% und CD86 28,7% niedrigere Expressionen. CD80 wurde
von den DCs der CD4"CD25 -Kokultur mit 21,8% zu einem geringeren Prozentsatz

produziert.

Tabelle 3.10 Ubersicht der Expression von MHC II, CD40, CD80 und CD86 auf DCs aus Kokulturen mit

CD4"CD25 - und CD4*CD25*-Zellen aus Milzen erkrankter Tiere

DCs unstim. | Milz CD4°CD25 & DCs unstim. | Milz CD4"CD25* & DCs unstim.
1. Transfer 1. Transfer
ko 1,2 2,1
Mhc2 56,8 42,7
CD40 7,6 8,0 33
CD80 17,4 21,8 27,0
CD86 12,7 31,9 28,7
DCs CpG stim. | Milz CD4"CD25 & DCs CpG stim. | Milz CD4*CD25* & DCs CpG stim.
1. Transfer 1. Transfer
ko 1,5 1,3
Mhc2 32,1 57,6
CD40 1.3 4,8 14,4
CD80 2,0 48,9 63,8
CD86 1,7 47,2 58,0

Nach CpG-Stimulation beider Kokulturen, lieBen sich bei DCs, die mit CD4"CD25-
Zellen inkubiert worden waren, durchweg niedrigere Werte fiir CD40 (4,8%), CD80
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(48,9%) und CD86 (47,2%) verzeichnen als bei DCs, die mit CD4"CD25%-Zellen in
Kontakt standen (CD40 14,4%, CD80 63,8% und CD86 58,0%).

3.3.2 Kokulturen mit isolierten Lamina propria-T-Lymphozyten
& DCs

3.3.2.1 Kokultur mit isolierten Lamina propria-T-Lymphozyten gesunder
Balb/c Mause & DCs

DCs, die mit CD4"CD25-T-Zellen inkubiert wurden, exprimierten zu 10,6% CD40, zu
56,6% CD80 und CD86 zu 54,2%. Bei den DCs der CD4"CD25"-Kokulturen fanden
sich folgende Werte: CD40 5,6%, CD80 48,4% und CD86 42,0%. Die DCs wurden
insgesamt mit T-Zellen stdrker aktiviert als ohne. In Stimulationsexperimenten, bei
denen den Zellen der Kokultur CpG zugegeben wurde, zeigte sich sowohl bei der
Kontrolle (DCs alleine) als auch bei den DCs der Kokulturen zu einem gréferen
Prozentsatz der Zellen die Expression von CD40, CD80 und CD86. Die DCs, die mit
CD4"CD25-Zellen kokultiviert worden waren, zeigten zu 15%, diejenigen, die die mit
CD4*'CD25%-Zellen inkubiert worden waren, zu 16,5% CD40. CD80 wurde von den
DCs der ersteren Gruppe zu 56,5% und von der letzteren zu 62,5% exprimiert. Beim
Nachweis von CD86 zeigte sich ebenfalls, dass die Expression nach Stimulation der
DCs, die mit CD4"CD25-Zellen inkubiert wurden, mit 51,5% niedriger war als bei
DCs, die mit CD4"CD25"-Zellen kokultiviert worden waren. Nur in einer Kokultur
zeigten sich — wie wir eigentlich erwartet hatten - einmalig erniedrigte Werte fiir die
CD40- und CD86-Expression bei den stimulierten DCs, die mit CD4"CD25" -Lamina

propria Lymphozyten kokultiviert wurden.
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Abbildung 3.29 Darstellung der Expression von CD40, CD80 und CD86 von unstimulierten DCs, die mit

CD47CD25 - oder CD4*CD25"-Lp-Zellen gesunder Balb/c-Tiere inkubiert wurden

Das 2. Experiment mit gesunden Balb/c-Tieren zeigte fiir unstimulierte DCs dhnliche

Verhiltnisse wie das oben geschriebene, wenn auch mit insgesamt niedrigeren

Prozentzahlen fiir CD40, CD80 und CD86-Expressionen (s. Tab. 3.11).
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Tabelle 3.11 Aktivierung der DCs nach 70h Kokultur mit CD4+CD25- bzw. CD4+CD25+ Lymphozyten

aus Lamina propria gesunder Balb/c-Mduse

urll)sﬁfn LpL CD4°CD25 & DCs unstim. LpL CD4°CD25* & DC unstim.
Mittelwert | 1.Exp | 2.Exp | 3.Exp | 4.Exp | Mittelwert | 1.Exp | 2.Exp | 3.Exp | 4.Exp | Mittelwert
Ko 39 n.u. n.u. 1,2 1,5 1,4 n.u. n.u. 2,7 1,5 2,1
Mhc2 51,7 n.u. n.u. 53,1 53,8 53,5 n.u. n.u. 55,8 n.u. 55,8
CD40 2,8 n.u. n.u. 2,6 10,6 6,6 n.u. n.u. 3,1 5,6 4.4
CD80 26,2 n.u. n.u. 37,2 | 56,6 46,9 n.u. n.u. 36,8 | 484 42,6
CD86 16,5 n.u. n.u. 25,0 | 542 39,6 n.u. n.u. 18,3 | 42,0 30,2
DCs
“tim, LpL CD4"CD25 & DCs CpG stim. LpL CD4"CD25" & DC CpG stim.
Mittelwert | 1.Exp | 2.Exp | 3.Exp | 4.Exp | Mittelwert | 1.Exp | 2.Exp | 3.Exp | 4.Exp | Mittelwert
Ko 2 n.u. n.u. 2,2 1,5 1,9 n.u. n.u. 1,0 1,5 1,3
Mhc2 58,9 n.u. n.u. 63,8 | 47,5 55,7 n.u. n.u. 53,8 n.u. 53,8
CD40 10,4 n.u. n.u. 12,9 | 15,0 14,0 n.u. n.u. 14,8 | 16,5 15,7
CD80 35,7 n.u. n.u. 50,6 | 56,5 53,6 n.u. n.u. 452 | 62,5 53,9
CD86 33,5 n.u. n.u. 44,0 | 51,5 47,8 n.u. n.u. n.u. 60,0 60,0

Bei den CpG-stimulierten DCs des 2. Experiment lie3 sich bei anndhernd gleichen
Zahlen fiir die CD40, CD80 und CD86-Expression der DCs, die mit CD4"CD25" - und
CD4"CD25"-Zellen inkubiert wurden, kein eindeutiger Unterschied feststellen.

3.3.2.2 Kokultur mit isolierten Lamina propria-T-Lymphozyten erkrankter
SCID-Tiere & DCs

DCs, die mit Medium 70h alleine inkubiert und nicht CpG-stimuliert wurden, zeigten
eine CD40-Expression von 2,8%, eine CD80-Expresssion von 28,6% und eine CD86-
Expression von 6,4%. Wurden die DCs mit CD4'CD25-Lamina propria- T-
Lymphozyten inkubiert, die aus Méausen mit Transfercolitis isoliert worden waren,
konnten die kostimulatorischen Molekiile zu einem deutlich hoheren Prozentsatz (CD40
zu 4,6%, CD80 zu 68,0% und CD86 zu 42,3%) auf den DCs detektiert werden. Fiir alle
drei untersuchten Oberflichenmolekiile liel sich somit eine vermehrte Expression

nachweisen, die fiir eine stidrkere Aktivierung der DCs unter diesen Bedingungen
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sprach. Demgegeniiber wurden bei DCs, die mit CD4"CD25"-Lamina propria T-
Lymphozyten kokultiviert wurden, CD40-Werte von 6,0%, CD80-Werte von 45,7%
und CD86-Werte von 19,8% gemessen. Die Expression von CD80 und CD86 auf der
Zellmembran von DCs, die mit CD4"CD25%-Zellen inkubiert wurden, waren somit
gegeniiber denen der DCs, die mit CD4"'CD25-Zellen in Kultur gehalten wurden,
deutlich vermindert, wohingegen sich kein wesentlicher Unterschied fiir die Expression
von CD40 fand. Wie auch bei vorhergehenden Experimenten beschrieben, waren die
DCs nach Kokultur stidrker aktiviert als DCs ohne T-Zellen. Dabei schienen
CD4"CD25"-Zellen die Aktivierung, die normalerweise durch die Anwesenheit der T-

Zellen induziert wird, bremsen zu konnen.

Tabelle 3.12 Ubersicht der Expression von MHC II, CD40, CD80 und CD86 auf DCs aus Kokulturen mit
CD4"CD25 - und CD4*CD25%-Zellen aus der Lamina propria erkrankter Tiere

DCs
LpL CD4*CD25 & DCs unstim. LpL CD4*CD25* & DCs unstim.
unstim.
1. 2. 1. 2.
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
Transfer Transfer Transfer Transfer
ko 1,2 1,4 1,3 1,4 2,5 2,5
Mhc2 53,1 37,8 74,6 56,2 42,0 67,0 54,5
CD40 5,2 1,7 4,6 32 32,0 6,0 19,0
CD80 23 16,8 68,0 42,4 22,0 45,7 33,9
CD86 9,6 22,5 423 32,4 21,7 19,8 20,8
DCs LpL CD4°CD25" & DCs CpG LpL CD4"CD25" & DCs CpG
stim. stim. stim.
1. 2. 1. 2.
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
Transfer Transfer Transfer Transfer
ko 1,4 1,4 1,0 1,2 3,5 3,5
Mhc2 45,6 40,0 70,4 55,2 48,8 48,8
CD40 3,6 1,5 6,0 3,8 2,6 2,8 2,7
CD80 14,4 29,5 64,7 47,1 24,6 13,9 19,3
CD86 5,9 28,5 40,0 34,3 27,3 8,0 17,7

Durch CpG-Stimulation lie sich bei den DCs alleine CD40 zu 5,8%, CD80 zu 26,8%
und CD86 zu 10,0% nachweisen. Die CD4"CD25 -DCs-Kokultur fiihrte bei den DCs zu
6,0% CD40-, 64,7% CD80- und 40,0% CD86-Expressionen, bei den DCs, die mit
CD4*CD25%-Zellen in Kokultur waren zu CD40-Werten von 2,8%, CD80-Werten von
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13,9% und CD86-Werten von 8,0%. Damit war die Aktivierung der DCs, die mit
CD4"CD25 -Zellen inkubiert wurden, nach CpG-Stimulation am stéirksten, gefolgt von
den DCs plus Medium. Die DCs, die mit CD4"CD25%-Zellen in Kokultur gehalten
wurden, erzielten fiir die Oberflachenexpression der Aktivititsmarker die geringsten
Resultate.

Die Tendenz zur Suppression der Aktivitit der DCs durch Kokultur mit Lamina
propria-CD4"CD25"-Zellen konnte durch Wiederholung des Experiments ein weiteres
Mal bestitigt werden (siehe 1. Transfer Tab. 3.12).

Kokulturexperimente mit dendritischen Zellen und T-Zellen aus mesenterialen
Lymphknoten konnten leider aufgrund der zu geringen Zellzahlen, die sich aus

mesenterialen Lymphknoten gewinnen lassen, nicht durchgefiihrt werden.

3.3.3 IL-12 in der Kokultur

Neben den zelluldren Verdnderungen der dendritischen Zellen, die im Rahmen der
Kokultur mit regulatorischen T-Zellen auftreten, konzentrierten wir uns in weiteren
Untersuchungen auf die humorale Antwort der DCs. Dabei stand das Interleukin 12 (IL-
12), das der Gruppe der proinflammatorisch wirkenden Zytokine zugeteilt wird, im
Mittelpunkt des Interesses, da es von aktivierten DCs vermehrt sezerniert wird und
damit ebenfalls als Marker fiir eine Aktivierung dieser Zellen eingesetzt werden kann.
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Tie-Zellen Einfluss auf die DCs nehmen
konnten, wollten wir untersuchen, ob DCs, die mit CD4"CD25%-Zellen kokultiviert

werden, auch vermindert IL-12 sezernieren.

3.3.3.1 IL-12 in der Kokultur von DCs mit T-Zellen isoliert aus Organen
gesunder Tiere

Unsere Messungen ergaben, dass DCs, die mit Milz-CD4"CD25-Zellen inkubiert
wurden, nach Kokultur zu 18,9% IL-12 produzierten, wohingegen lediglich 12,5% der
DCs, die mit Milz-CD4"CD25"-regulatorischen Zellen kokultiviert wurden, dieses
Zytokin sezernierten (s. Tab. 3.13). DCs, die sich nicht in Kokultur mit T-Zellen
befanden, wiesen hingegen zu 23,5% eine Sekretion des proinflammatorischen Zytokins
IL-12 nach Stimulation mit CpG auf. Somit scheint die Anwesenheit von T-Zellen die
Sekretion von IL-12 von DCs zu reduzieren, wobei die CD25"-Subpopulation offenbar

die stdrkste inhibierende Wirkung zu zeigen scheint. Bei DCs, die mit Lamina propria-
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CD4"CD25 -Zellen kultiviert wurden, fanden sich prozentual ebenfalls mehr IL-12-
produzierende Zellen (34,1%) als bei DCs, die in Kontakt mit Lamina propria-
CD4'CD25"-Zellen kultiviert worden waren (24,9%). Insgesamt lag die IL-12-
Produktion jedoch hoher als bei den Milzzellen und den DCs alleine.

Die IL-12-Bestimmung wurde bei drei verschiedenen Kokulturen durchgefiihrt und

zeigte stets das oben beschriebene Verhalten der Zellen.

Tabelle 3.13 Intrazytoplasmatische Bestimmung der IL-12-Sekretion nach 70 h Kokultur mit Milz-Zellen
gesunder Balb/c-Mduse (Zellen 8 h vor Farbung mit Golgi Plaque behandelt)

Messung von Interleukin-12 intrazytoplasmatisch
1. Experiment 2. Experiment 3. Experiment
DC
25,5% 57,2% 23,5%
CpG stimuliert
DC + CD4"CD25 Milzzellen
22,8% 38,3% 18,9%
CpG stimuliert, gesund
DC + CD4'CD25" Milzzellen
10,4% 30,9% 12,5%
CpG stimuliert, gesund

Tabelle 3.14 Intrazytoplasmatische Bestimmung der IL-12-Sekretion nach 70 h Kokultur mit Lamina

propria-Zellen gesunder Balb/c-Mduse (Zellen 8 h vor Fdarbung mit Golgi Plaque behandelt)

Messung von Interleukin-12 intrazytoplasmatisch
1. Experiment 2. Experiment 3. Experiment
DC
23,5%
CpG stimuliert
DC + CD4'CD25 LpL CpG
34,1%
stimuliert, gesund
DC + CD4'CD25" LpL CpG
24.9%
stimuliert, gesund

3.3.3.2 IL-12 in der Kokultur erkrankter Tiere

Bei der intrazytoplasmatischen IL-12-Messung der DCs, die mit Zellen erkrankter
SCID-Mause kokultiviert wurden, zeigte sich dhnlich wie bei den DCs, die mit Zellen
gesunder Tiere inkubiert wurden, dass die Kokultur mit CD4"CD25"-Milzzellen zu

einer verminderten IL-12-Sekretion fiihrte (7,8%). Demgegeniiber wurde bei den DCs,
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die mit CD4'CD25-Milzzellen in Kontakt standen eine doppelt so hohe IL-12-
Produktion verzeichnet (15,3%). Von den DCs, die mit Lamina propria CD4"CD25"-
Zellen kokultiviert wurden, wiesen 10,8% eine IL-12-Sekretion auf; von den DCs, die

mit CD4"CD25 -Lamina propria-Zellen inkubiert waren, 12,0%.

Tabelle 3.15: Intrazytoplasmatische Bestimmung der IL-12-Sekretion nach 70 h Kokultur mit Milz-Zellen
erkrankter SCID-Mdause (Zellen 8 h vor Fdrbung mit Golgi Plaque behandelt)

Messung von Interleukin-12 intrazytoplasmatisch
1. Transfer
DC
5,5%
CpG stimuliert
DC + CD4'CD25 Milzzellen
15,3%
CpG stimuliert, krank
DC + CD4"CD25" Milzzellen
7,8%
CpG stimuliert, krank

Tabelle 3.16: Intrazytoplasmatische Bestimmung der IL-12-Sekretion nach 70 h Kokultur mit Lamina

propria-Zellen erkrankter SCID-Mduse (Zellen 8 h vor Fdrbung mit Golgi Plaque behandelt)

Messung von Interleukin-12 intrazytoplasmatisch
1. Transfer 2. Transfer
DC
14,6% 5,5%
CpG stimuliert

DC + CD4'CD25 LpL

13,2% 12,0%
CpG stimuliert, krank
DC + CD4°CD25" LpL

24,0% 10,8%
CpG stimuliert, krank

Unter gleichen Bedingungen fand sich bei einem anderen Experiment eine hohere IL-12
Produktion (24,0%) bei DCs, die mit CD4"CD25"-Lamina propria-Zellen inkubiert
waren als bei DCs (13,2%), die mit CD4"CD25 -Zellen in Kontakt standen (s. Tabelle
3.16, 1. Transfer).
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Abbildung 3.30 Histogramme zur Darstellung der IL-12-FACS-Fdrbung mit unterlegter Kontrolle
nach Kokultur von DCs und Milzzellen aus an Colitis erkrankten SCID-Mdusen

nach Kokultur von DCs und Lamina propria-Zellen aus an Colitis erkrankten SCID- Mdiusen

3.3.4 Effekte von Anti-Interleukin-10-Antikorpern in der
Kokultur

In unseren Experimenten fanden sich wie oben dargestellt Anhaltspunkte fiir eine
Suppression der Aktivitit der DCs durch die Anwesenheit CD4*CD25*-regulatorischer
T-Zellen. Um weitere Hinweise auf den Mechanismus dieser Suppression zu erhalten —
insbesondere ob es sich hierbei um eine durch direkten Zellkontakt oder iiber Zytokine
vermittelte Suppression handelt - wurde in einem Teil der Versuche den Kokulturen ein

Anti-IL-10-Antikorper hinzugefiigt. Dabei sollte der Anti-IL-10-Antikorper das von



76 Ergebnisse

regulatorischen T-Zellen gebildete IL-10 binden und damit dessen Funktion
neutralisieren. Die Charakterisierung der Oberflichenmolekiile CD40, CD80 und CD86
der DCs diente erneut als Read-out Parameter fiir eine mogliche Suppression der
Aktivitét der DCs.

Tab 3.17 zeigt, dass bei DCs der Kokultur jedoch auch mit einer Konzentration von 20
ug Anti-IL10-Antikérper/ml in Anwesenheit von CD4"CD25"-Lamina propria-Zellen
(gesunder Tiere) nur unwesentlich hohere Werte fiir CD40 (19,6% vs. 16,5%), CD80
(62,5% vs. 55,7%) und CD86 (60,0% vs. 55,4%) als bei DCs, die mit CD4"CD25"-
Zellen allerdings ohne Antikorper kultiviert wurden — messbar waren. Bei den
Kokulturen von CD4'CD25-T-Lymphozyten mit DCs lieB sich nahezu kein
Unterschied festmachen: CD40 wurde von den DCs ohne Anti-IL-10-Antikdrper zu
15,0%, in Anwesenheit des Antikorpers zu 14,6%, CD80 56,5% versus 54,6% und
CD86 51,5% versus 51,8% gemessen.

Tabelle 3.17 Messung der Aktivierung von CpG stim. DCs und CD4*CD25 - bzw. CD4*CD25"-Lamina
propria Zellen im Vergleich bei Zugabe von 20 ug/ml Anti-Interleukin-10-Antikorper zur Kokultur und

ohne Zusatz

LpL CD4*CD25  (gesunder Tiere) LpL CD4°CD25" (gesunder Tiere)
& DCs CpG & DCs CpG

ko 1,5% 1,5%
CD40 15,0% 16,5%
CD80 56,5% 62,5%
CD86 51,5% 60,0%

LpL CD4*°CD25  (gesunder Tiere) LpL CD4°CD25" (gesunder Tiere)

& DCs CpG & Anti-IL10-AK & DCs CpG & Anti-IL10-AK

CD40 14,6% 19,6%
CDS80 54,6% 55,7%
CD86 51,8% 55,4%

Bei Addition von Anti-IL-10-Antikérpern zu  Kokulturen mit T-Zellen, die aus
erkrankten Tieren isoliert wurden, konnte ein stiarkerer Effekt auf die DCs verzeichnet
werden. DCs, die mit CD4"CD25"-Zellen der Lamina propria inkubiert wurden, wiesen
ohne Anti-IL10-Antikoérper CD86 zu 27,3% auf. Wurde der Anti-IL-10 Antikorper der
Kokultur hinzugefiigt und damit die supprimierende Wirkung des sezernierten IL-10

inhibiert, waren 42,9% der DCs positiv fiir CD86 (siehe Tab. 3.18). Interessanterweise
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lieB sich dieser Einfluss des Anti-IL-10-Antikdrpers auf die Expression der
kostimulatorischen Molekiile auch bei Zellen, die mit CD4"CD25-Lymphozyten
kokultiviert wurden, detektieren. So stieg hier der Prozentsatz CD80-positiver DCs von
29,5% auf 40,6% in Anwesenheit des Anti-IL10-Antikorpers und die CD86-Expression
von 28,5% auf 42,5% an.

Tabelle 3.18 Messung der Aktivierung von CpG stim. DCs und CD4*CD25 - bzw. CD4*CD25"-Lamina
propria-Zellen aus erkrankten SCID-Tieren im Vergleich bei Zugabe von 20 ug/ml Anti-Interleukin zur

Kokultur und ohne Zusatz

LpL CD4"CD25 (erkrankter Tiere) LpL CD4"'CD25" (erkrankter Tiere)
& DCs CpG & DCs CpG
CD40 1,5 2,6
CDS80 29,5 24,6
CD86 28,5 27,3
LpL CD4'CD25 (erkrankter Tiere) LpL CD4"CD25" (erkrankter Tiere)
& DCs CpG & Anti-IL10-AK & DCs CpG & Anti-IL10-AK
CD40 1,3 6,5
CD80 40,6 n.u.
CD86 42,5 42,9

Dieses Experiment konnte jedoch aufgrund der geringen Zellzahlen der CD4"CD25"-
Lamina propria Lymphozyten nur einmal durchgefiihrt werden, so dass weitere
Untersuchungen notig wiren, um eine fundierte Aussage iiber die Vermittlung der

Suppression treffen zu konnen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass T-Lymphozyten, die
phéinotypische Marker regulatorischer T-Zellen tragen und damit regulatorischen T-
Zellen zu entsprechen scheinen, aus mukosalen Geweben wie mesenterialen
Lymphknoten und der intestinalen Lamina propria, sowie der Milz isoliert werden
konnten. Diese Beobachtung deckt sich mit der Literatur, die beschreibt, dass dies die
bevorzugten Orte fiir die Ansammlung dieser Zellen sind *.

In den durchgefiihrten Experimenten fand sich prozentual die grofte Anzahl
CD4"CD25"- Lymphozyten in mesenterialen Lymphknoten gefolgt von der Lamina
propria. Dies lief sich sowohl bei gesunden Tieren als auch bei Méusen mit
chronischer Colitis beobachten.

Interessanterweise war dabei die Anzahl der CD4'CD25"-Zellen, die aus den
mesenterialen Lymphknoten und der Lamina propria erkrankter Tieren isoliert werden
konnte im Vergleich zu der Anzahl, die aus gesunden Tieren isoliert werden konnte,
deutlich hoher. Demgegeniiber nahm die Anzahl der CD4°'CD25"-Zellen, die aus
Milzen erkrankter Tiere isoliert wurden, ab. Besonders bemerkenswert ist die teilweise
Verfiinffachung der Anzahl CD4"CD25"-Zellen in der Lamina propria erkrankter Tiere.
Dass es sich bei diesen CD25%-Zellen nicht lediglich um aktivierte T-Zellen handelt, die
die chronische Entziindung perpetuieren, konnte dadurch bestitigt werden, dass die
Lymphozyten Marker regulatorischer T-Zellen wie foxP3 und ogf;-Integrin trugen.
Diese Ergebnisse konnten somit dafiir sprechen, dass es im Rahmen einer chronischen
Entziindungssituation zu einer vermehrten Rekrutierung regulatorischer CD4"CD25"-
Zellen in die entziindlich veridnderten Gewebe kommt, um die iiberschieBende
Immunreaktion in diesen Arealen zu ,bremsen* und wieder eine immunologische
Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen Mechanismen zu erreichen. Auch in
der lymphatisch nachgeschalteten Region, den mesenterialen Lymphknoten, findet man
bei erkrankten Tieren mehr CD4'CD25"-Zellen. Dass sich prozentual mehr
CD4'CD25"-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten — wie in unseren Experimenten
aufgezeigt — als in der intestinalen Lamina propria finden, konnte ein Ausdruck fiir die
hohe immunologische Aktivitit der betroffenen Lymphknoten sein, die -
moglicherweise als Reaktion auf den entziindlichen Stimulus — mehr T-Zellen zur

CD4"CD25"-Differenzierung anregen.



Diskussion 79

Wie oben bereits erwihnt kann die Expression von CD25 auf der Zelloberfldache nicht
automatisch mit regulativer Aktivitdt in Verbindung gebracht werden. In den letzten
Jahren sind jedoch zahlreiche weitere Marker — darunter auch das ogf;-Integrin und
foxp3 — beschrieben worden, die sich auf aktivierten regulatorischen T-Zellen finden
lassen. Nachdem in unseren Experimenten die T-Lymphozyten auf das Vorhandensein
von CD25 untersucht worden waren, fiihrten wir weitere Experimente zur
Phinotypisierung dieser Zellen durch.

Dabei konnten wir zeigen, dass ogP;-Integrin sowohl auf der Oberfliche von
CD4'CD25"-T-Zellen gesunder als auch erkrankter Tiere nachweisbar ist. Die
Bestitigung gelang uns bei den CD4"CD25%-T-Zellen aller untersuchten Gewebearten
(Milz, mLK und Lp). Etwa 20% der CD4"'CD25"-Zellen aus Milz, mLK und Lp
gesunder Tiere exprimierten dabei das agf;-Integrin. Die CD4"CD25%-Zellen, die wir
aus erkrankten Tieren isolierten, zeigten mit 70-80% positiven Zellen eine deutliche
Zunahme der ogP7-Integrin-Expression. Die Expression von oagf; war auf Zellen der
Lamina propria erkrankter Tiere am hochsten, was auch von anderen Arbeitsgruppen
beobachtet werden konnte ®. Bemerkenswert scheint, dass bei den CD4"CD25"-T-
Zellen, die von an Colitis erkrankten SCID-Tieren stammten — im Gegensatz zu der
unstimulierten ,,Grund-Expression® der gesunden T-Zellen — eine prozentual stark
erhohte agf7-Integrin-Expression gemessen werden konnte. Wihrend nur etwa 20%
aller gesunden CD4"CD25"-Zellen agf; exprimierten, stieg die Expression von agf; bei
den CD4"CD25"-Zellen der erkrankten Tiere auf bis zu 80% der Gesamtpopulation an.
Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass dem mukosalen Integrin-ogf; eine wesentliche
Rolle zukommen konnte, wenn die Tiere an einer Colitis erkranken. Die Expression des
ogP7-Integrins konnte dabei zum einen peripheren CD4"CD25%-Zellen die Migration in
entziindlich verinderte intestinale Mukosa ermdglichen, zum anderen spezifisch direkte
Zell-Zell-Interaktionen intensivieren und hieriiber moglicherweise eine suppressive
Funktion vermitteln. Die Frage, ob die Expression des ogf;-Integrins direkt fiir die
Funktion CD4'CD25%-regulatorischer Zellen wichtig ist oder lediglich einen
phéinotypischen Marker fiir diese Zellpopulation darstellt, konnte bisher noch nicht
ausreichend gekldrt werden. So widerlegten Annacker et al. ! in ihren Arbeiten die
bisher herrschende Ansicht, dass das Vorhandensein von agp;-Integrin auf CD4"CD25"-
Zellen obligatorisch fiir deren Funktion als regulatorische T-Zellen ist. Sowohl der

Transfer von CD4"CD25%ag*-als auch von CD4"CD25%ag -Zellen konnte eine durch
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CD4*CD45RB"¢" Zellen hervorgerufene Colitis in SCID-Tieren abschwiichen. Bestirkt
wird dies durch weitere Daten, die zeigen, dass auch CD4"CD25%-Zellen von [B;-knock
out-Médusen — die somit kein agf37 exprimieren — eine Transfercolitis verhindern konnen.
Weder klinisch noch histologisch ergaben sich dabei Hinweise fiir eine Entziindung des

Colons nach Transfer der regulatorischen Zellen 0,

Da das ogf7-Integrin in der letzten Zeit auch auf der Oberfldche nicht-lymphozytérer
Zellen wie beispielsweise DCs beschrieben wurde, wird in der Literatur zunehmend
dariiber diskutiert, ob das von diesen Zellen prisentierte agf; von Bedeutung fiir die
Interaktion von DCs mit T-Zellen sein konnte. Diese Vermutung stiitzt sich auf
Beobachtungen, dass auch anderen ag-positiven Zellen eine regulatorische Wirkung

zugeschrieben werden konnte °'.

Interessanterweise fanden wir neben der Expression auf CD25"-Lymphozyten in
unseren Experimenten auch eine deutlich vermehrte agf;-Integrin-Expression auf
CD25-T-Zellen aus mLK und Lamina propria von Tieren mit Colitis, wihrend bei
CD4"CD25-T-Zellen, die aus gesunden Tieren isoliert wurden, ebenso wie auf aus der
Milz erkrankter Maiuse isolierten Lymphozyten, keine signifikante ogf7-Integrin-
Expression nachgewiesen werden konnte. Dass eine Subpopulation CD4"CD25-T-
Zellen, die regulatorische Funktion besitzt, ebenfalls das ogf;-Integrin exprimiert,
wurde auch von Lehmann et al. '' beobachtet. Die Autoren diskutieren, dass
CD4'CD25 -Zellen — trotz ihrer Negativitit fiir CD25 — regulatorisch aktiv seien und
durch ihre dann vorhandene Positivitit fiir agp;-Integrin ausfindig gemacht werden
konnten. Dabei konnten die regulatorischen CD25-negativen Lymphozyten neben ihrer
Expression des ogP;-Integrins noch durch die Expression von CTLA-4 und die
Sekretion von IL-2, IFN-y und Ty2-Zytokinen charakterisiert werden. In unseren
Untersuchungen wurde die Expression von CTLA-4 auf den isolierten T-Zell-
Populationen nicht untersucht, so dass wir lediglich vermuten konnen, dass die von uns
aus mLK und LP von Colitis-Tieren isolierte CD4"CD25 og -Lymphozytenpopulation
dieser beschriebenen Zellpopulation entsprechen konnte.

Die Hypothese, dass auch CD25-negative Zellen regulatorische Aktivitit aufweisen

konnen, wurde in den letzten Jahren immer wieder diskutiert. Sowohl die

1'36 1.72

Arbeitsgruppen von Read et al.™ als auch die von Annacker et al.”” hatten beobachtet,

dass CD4"CD25-T-Zellen in der Lage waren, nach Kotransfer eine Colitis im
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Mausmodell zu inhibieren. Hierfiir war jedoch der Transfer einer deutlich gréeren
Zellzahl notwendig als sie fiir die Inhibierung der Colitis nach Transfer regulatorischer
CD25"-Lymphozyten benétigt wurde. Daraus lieBe sich schlussfolgern, dass sich unter
den CD25°-T-Zellen ebenfalls regulatorische T-Zellen befinden konnten, die jedoch in
ihrer suppressiven Funktion der der CD4'CD25%-Zellen unterlegen ist. Es wire
denkbar, dass im Verlauf einer chronischen Entziindung wie sie die Transfercolitis
darstellt zusitzliche regulatorische Zellen generiert werden, um die Entziindung in Griff
zu bekommen.

Verschiedene  Arbeiten konnten demonstrieren, dass CD4'CD25-T-Zellen
regulatorische Aktivitit aufnehmen, wenn sie mit CD4"CD25"-T-Zellen in Kontakt

7374 Hierdurch konnte sich erkliren lassen, warum sich bei

gestanden hatten
CD4"CD25-Zellen aus mLK und Lp von Tieren, die an einer Colitis erkrankt waren,
ebenfalls Charakteristika regulatorischer Zellen (ogP7-Integrin, IL-10-Produktion)
nachweisen lieen.

Umgekehrt exprimieren jedoch nicht alle regulatorischen CD25*-Lymphozyten das og-
Integrin. Bei weiteren Untersuchungen, die zum Ziel hatten, Unterschiede zwischen
agPr-positiven und agBs-negativen Tr.-Zellen aufzuzeigen, ergaben sich erste Hinweise,
dass sich in entziindlich veridndertem Gewebe bevorzugt agf;-positive regulatorische T-
Zellen anreichern . Wihrend ag-negative CD25*-Lymphozyten L-Selektin und CCR7
exprimierten — was ihnen die Einwanderung in lymphatische Gewebe ermoglichte —
exprimierten sowohl die CD25" als auch die CD25 og-positiven regulatorischen T-
Zellen, die einen Effektor/Memory Phinotyp aufwiesen, die Liganden fiir E- und P-
Selektin, verschiedene Adhésionsmolekiile und Rezeptoren fiir inflammatorische
Chemokine. Dies scheint ihnen eine effektive Migration in die entziindlich verdnderten
Gewebe zu ermoglichen. Zudem waren die og-positiven Zellen in der Lage die
Entziindung in einem Tiermodel einer chronischen Arthritis effektiver zu inhibieren als
dies durch den Transfer ag-negativer regulatorischer Zellen der Fall war. Auf dieser
Beobachtung basierend, vertreten die Autoren die Ansicht, dass agf;-exprimierende
Zellen in  entziindlich verdnderten Geweben moglicherweise zu einer
gewebespezifischen Regulation der Immunantwort beitragen, wihrend agf;7-negativen
Zellen eher im Sinne einer systemischen Regulation zur Eindammung einer Entziindung

fungieren.
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Moglicherweise entspricht somit die von uns detektierte Population og-positiver CD25™-
Lymphozyten, die sich in den mukosalen Geweben bei Tieren mit Colitis finden lieB,

ebenfalls einer Zellpopulation mit regulatorischer Funktion.

Banham et al. beschreiben in einem Ubersichtsartikel, dass der Versuch, die
Charakterisierung von regulatorischen T-Zellen alleine iiber deren Oberflichenmolekiile
CD4 und CD25 zu erreichen, nicht ausreichend war 76, da die Expression von CD25,
insbesondere bei den LpL, bei in-vitro-Kulturen z.T. grolen Fluktuationen unterlegen
habe ”’. Daher untersuchten wir unsere isolierten CD4"CD25%-Zellen auf foxp3, einen
weiteren Marker, der Zellen mit regulatorischer Aktivitit charakterisiert.

Wir konnten zeigen, dass foxp3 intrazellulir bei etwa 50% der CD4"CD25%-Zellen die
aus der Milz gesunder Tiere isoliert wurden und bei 40% der mLK-Zellen zu finden
war. Bei den Lamina propria-CD4"CD25"-Zellen gesunder Tiere zeigten mit nur rund
10% weniger Zellen als in den anderen Geweben eine deutliche foxp3-Expression.
Diese Befunde decken sich mit den Angaben aus der Literatur, in denen beschrieben
wird, dass nicht alle CD4"CD25"-Zellen fiir foxp3 positiv sind. Bei den CD4"CD25 -
Zellen, die aus Milz, mLK und Lp gesunder Tiere isoliert wurden, konnten wir keine
foxp3-Expression aufzeigen.

Eine Arbeitsgruppe, die sich ebenfalls mit der foxp3-Expression tierischer Zellen
beschiftigte, konnte neben dem foxp3-Nachweis per FACS, den wir ebenfalls
verwendeten, hohe Spiegel an foxp3-mRNA bei den von ihnen isolierten CD4"CD25"-
Zellen messen . Weiter beschreiben diese Autoren, dass nach Stimulation von
CD4"CD25-T-Zellen mit anti-CD3 und IL-2 auch aus diesen CD25 -negativen Zellen
geringe Mengen an foxp3-mRNA isoliert werden konnten. Im Gegensatz zu dieser
Beobachtung konnte durch Stimulation von CD25%-Zellen mit anti-CD3 und IL-2 keine

3 .
9. Daher vermutete diese

vermehrte Expression von foxp3 detektiert werden
Arbeitsgruppe, dass die foxp3-Expression der Ty.-Zellen stabil und somit unabhingig
von ihrer Aktivierung sein konnte *°.

Demgegeniiber konnte in einer anderen Arbeit beobachtet werden, dass CD4"CD25 -
Zellen nach Stimulation durch antigenprédsentierende Zellen vermehrt regulatorische
Marker — u. a. foxp3 — exprimierten und auch regulatorische Aktivititen zeigten '*.
Nach Stimulation von humanen, aus der intestinalen Lamina propria isolierten
CD4"CD25-Zellen mit anti-CD3/CD28-Antikdrpern zeigten diese ebenfalls eine

Expression von FOXP3- allerdings zu einem geringeren Ausmal} als dies bei den
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humanen CD4*CD25%-Zellen der Fall war °. Daher dringt sich die Frage auf, ob
CD4"CD25 -Zellen in bestimmten Konstellationen zu regulatorischen Zellen werden
konnten. Auf diese Hypothese soll spéter noch niher eingegangen werden.

Unsere Messungen wurden nur an unstimulierten gesunden CD4'CD25-Zellen
durchgefiihrt, die einen derartigen Effekt nicht zeigten. Die Inflammation der
Colonmukosa erkrankter Tiere, die einer Stimulation der T-Zellen betrachtet
gleichgestellt ist, konnte ebenfalls nicht dazu fiihren, dass die CD4"CD25-Zellen foxp3
exprimierten. Nachdem wir die CD4"CD25"-Lymphozyten gesunder Tiere auf foxp3
untersucht hatten, priiften wir die CD4"CD25"-Zellen an Colitis erkrankter Miuse auf
die Expression von foxp3. Wie auch bei den gesunden Tieren liel sich foxp3 durch
intrazytoplasmatische FACS-Firbung bei den CD4'CD25"-Zellen, die aus Milz,
mesenterialen Lymphknoten und intestinaler Lamina propria von Tieren mit Colitis
isoliert worden waren, demonstrieren. Insgesamt exprimierte insbesondere bei aus Milz
und Lamina propria gewonnenen Lymphozyten ein deutlich hoherer Prozentsatz als bei
aus gesunden Tieren isolierten CD4'CD25%-Zellen diesen Transkriptionsfaktor.
Kiirzlich konnte dies auch fiir mLK-CD4"CD25"-Zellen von Colitis ulcerosa-Patienten
gezeigt werden. Gegeniiber gesunden Probanden konnten aus deren mLK mit 66% +/-
8,5% der CD4*CD25*-Lymphozyten deutlich mehr FOXP3*-Zellen isoliert werden .
Damit fanden sich &dhnliche Zahlenverhiltnisse wie bei den von uns untersuchten
tierischen mLK-CD4*CD25"-Zellen: 57% der mLK-CD4"CD25%-Zellen erkrankter
Tiere exprimierten foxp3.

Am deutlichsten konnten wir die Steigerung der foxp3-Expression bei Lamina propria-
CD4'CD25"-Zellen der erkrankten Tiere beobachten. Dort wurde im Mittel eine
Zunahme der Lymphozyten von 150% im Vergleich zu ,,ruhenden* regulatorischen T-

Zellen in gesunder Lamina propria beobachtet.

Nach Charakterisierung der von uns verwendeten regulatorischen CD4*CD25"-Zellen
und ihrer Kontrollgruppe, den CD4"CD25-Zellen, fiihrten wir Kokultur-Experimente
durch, die Aufschluss iiber die Interaktion dieser Zellen mit dendritischen Zellen geben
sollten. In der Vergangenheit konzentrierten sich die meisten Kokultur-Experimente mit
regulatorischen T-Zellen auf die Interaktion von CD4'CD25"-Zellen mit CD4-
Effektorzellen. So konnte gezeigt werden, dass Milz- und Lp-CD4"CD25"-Zellen
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gesunder Miuse die Proliferationsrate von CD4"-Zellen in einer Kokultur mit APC
supprimieren 6972,

In den letzten Jahren wurde immer wieder der Einfluss spezifischer Subpopulationen
dendritischer Zellen auf die Generierung regulatorischer T-Zellen beschrieben,
Untersuchungen zum Einfluss regulatorischer Lymphozyten auf die Stimulierbarkeit
und Aktivierbarkeit dendritischer Zellen sind jedoch selten.

Wir konnten in unseren Kokultur-Experimenten zusammenfassend folgendes finden:
CD4"CD25"-Zellen isoliert aus der Milz gesunder Miuse konnten deutlicher als die
CD4"CD25 -Milzzellen (insbesondere nach CpG-Stimulation) die Expression der
kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86 — die Marker einer Aktivierung
der Zellen sind — auf DCs inhibieren. Dieser Effekt lie3 sich reproduzieren, wenn auch
in dem weiteren Experiment der Unterschied zu den CD4"CD25-Zellen nicht sehr stark
ausgeprigt war. Bei Verwendung von CD4"CD25"- und CD4"CD25 -Zellen erkrankter
Tiere konnte dieser Unterschied nur noch bei Kokulturen mit unstimulierten DCs
beobachtet werden. Waren die DCs durch CpG stimuliert, zeigte sich kein Unterschied
in der Expression der kostimulatorischen Molekiile zwischen mit CD25%- und mit
CD25 -Lymphozyten der Milz kultivierten DCs.

Wurden Lymphozyten eingesetzt, die aus Lamina propria gesunder Tiere isoliert
worden waren, zeigten sich bei Kokultur der CD4"CD25%-Zellen mit unstimulierten
DCs wiederum eindeutige suppressive Effekte bezogen auf die Expression
kostimulatorischer Molekiile im Vergleich zur Kokultur mit CD25-Zellen. Wurden die
DCs zusitzlich mit CpG stimuliert, war auch hier der Unterschied nicht mehr eindeutig.
Fiir die Expression von CD40, CD80 und CD86 ergaben sich dann fiir die Kokulturen
mit CD4"CD25"- und CD4"CD25-Zellen anniihernd gleiche Werte.

Am deutlichsten zeigte sich der suppressive Effekt der CD4"CD25"-Zellen gegeniiber
den CD4"CD25-Zellen in der Kokultur von DCs mit aus der Lamina propria erkrankter
Tiere isolierten CD25"-T-Lymphozyten. Auch die DCs, die durch CpG zusiitzlich
stimuliert worden waren, zeigten eine z.T. bis auf die Hilfte niedrigere Aktivierung im

Vergleich zu DCs, die mit CD4"CD25-Zellen inkubiert worden waren.

Cederbom et al. fiihrten ebenfalls Kokulturexperimente durch 81 Sie isolierten DCs aus
gesunden Balb/c-Milzen und Lymphknoten, die sie iiber 7 Tage kultivierten. Die
Mehrzahl der Kokulturen wurde mit CD4"CD25"-Zellen durchgefiihrt, die zusammen

mit CD4"CD25 -Zellen und DCs in Kultur gebracht wurden. Nach einer zweitiigigen
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Inkubation erfolgte ihre Auswertung. Die stédrkste Suppression der Aktivitit erfolgte in
Anwesenheit von CD4"CD25-Zellen und bei hoher CD4"CD25*/DCs-Ratio. Cederbom
et al. konnten zudem in weiteren Experimenten zeigen, dass die Expression der
kostimulatorischen Molekiille CD80 und CD86 der DCs — wenn in Kokultur mit
CD4"CD25"- und/oder CD4"CD25 -Zellen gebracht — herunterreguliert wurden. Anders
als in unseren Experimenten beobachteten Cederbom et al. eine Expression der
genannten Oberflachenmolekiile, die unterhalb der Basis-Expression der DCs, die nur
mit Medium inkubiert wurden, lag. In unseren Experimenten zeigte sich ebenfalls eine
leicht geminderte Aktivitdt der DCs, die allerdings mit egal welcher Subpopulation
immer hoher war als die der Kontrollgruppe bei der DCs lediglich in Medium — ohne
Anwesenheit von T-Lymphozyten — kultiviert wurden. In Kenntnis der Ergebnisse von
Cederbom wire es denkbar, dass in Kokulturen mit CD4"CD25%- und anderen Effektor-
Zellen, wie z.B. CD4"-Zellen, eine weitere Suppression der DCs moglich wiire.

Park et al. und Chen et al. °* ® konnten zeigen, dass CD4*CD25- zu CD4*CD25%-
Zellen konvertieren konnen. Folglich wire es moglich, dass ein Teil der CD4"CD25 -
Zellen wihrend der Kokultur regulatorische Funktion iibernommen und damit ebenfalls
zu einer Suppression der DC-Aktivitit gefiihrt haben konnte. Dies wire eine mogliche
Erkldrung dafiir, warum die Unterschiede zwischen den beiden Kokultur-Gruppen (mit
CD25"- bzw. CD25- Lymphozyten) — insbesondere bei den Kokulturen mit aus Milz
isolierten Zellen — in unserer Arbeit nicht bei allen durchgefiihrten Experimenten
deutlich ausgeprigt waren. Interessant wire in diesem Zusammenhang eine erneute
FACS-Analyse der CD4"CD25"-Zellen nach Abschluss der Kokultur gewesen um ggf.
zu bestitigen, dass nun auch initial CD25-negative T-Zellen regulatorische Marker
aufwiesen. Leider war es aufgrund zu geringer Zellzahlen nicht moglich, eine solche

Analyse nach der 70stiindigen Kokultur durchzufiihren.

Um die reduzierte Expression von CD80 und CD86 der DCs auch molekularbiologisch
nachzuweisen, fiihrte die Arbeitsgruppe RT-PCRs durch und konnte belegen, dass
zumindest die mRNA des CD80-Markers von dendritischen Zellen, die mit CD25%- und
CD25-T-Zellen inkubiert worden waren, vermindert war. Bei der mRNA fiir die
Expression von CD86 zeigten sich hingegen keine Unterschiede *'.

Diese Forschergruppe hatte im Weiteren den Versuch unternommen, APC und
CD4"CD25"-Zellen in Transwells mit impermeablen Membranen zu kokultivieren. Bei

den APC, die in der oberen Kammer der Wells gesit wurden — durch eine Membran von
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den T-Zellen getrennt — konnte der Effekt der Suppression von CD80 und CD86 nicht
festgestellt werden. Es wird deshalb vermutet, dass der Zell-Zell-Kontakt — im
Gegensatz zu den loslichen Faktoren — eine wichtigere Rolle in der
antiinflammatorischen Wirkung einnehmen konnte® ®. Die Vermutung, dass bei der
Interaktion von DCs und CD4'CD25"-Zellen der direkte Zellkontakt eine tragende
Rolle spielen konnte, ldsst sich auch aus den eigenen Versuchen mit Anti-Interleukin-
10-Antikorpern in der Kokultur ableiten, was spiter noch néher erldutert werden soll.

Erginzende Erkenntnisse konnen aus einer neueren Arbeit iiber Tumor-CD4"CD25"-
Zellen und deren Einfluss auf DCs gewonnen werden. Die CD4"CD25"-Zellen, die aus
Leukdmie-Médusen isoliert wurden, fiihrten in 24stiindigen Kokulturen zu einer
verminderten Expression von kostimulatorischen Molekiilen wie CD80, CD86 und
CD40 auf der Oberfliche der untersuchten DCs . Die Arbeitsgruppe fiihrte ihre
Kokulturen im Gegensatz zu unseren Kokulturen mit unreiferen DCs (vier Tage alt) und
regulatorischen T-Zellen aus Leukdmie-Mdusen durch. Dennoch lieBen sich @hnliche
Resultate, wie wir sie in unseren Kokulturen beobachtet hatten, erzielen. Interessant ist
ferner, dass die Forschergruppe beobachten konnte, dass sich unreife DCs besser von
den T-regulatorischen Zellen supprimieren lieBen als DCs, die sich nach Stimulation
mit Lipopolysacchariden (LPS) differenziert hatten. Dies wurde zumindest fiir die
Kokulturen mit Zellen gesunder Tiere in unseren Versuchen ebenfalls beobachtet. Ein
zweiter Versuchsansatz dieser Arbeitsgruppe mit dem Einsatz von tierischen
CD4"CD25"-Zellen aus Tumorméiusen erbrachte Beweise, wonach DCs auch in-vivo in
ihrer Oberfldchenexpression kostimulatorischer Molekiile, wie es CD40, CD80 und

CD86 sind, gebremst werden konnten.

Neben der zellulidre Interaktion von CD4*CD25"-Zellen und DCs wollten wir in
weiterfiihrenden Experimenten priifen, ob sie auch in der sekretorischen Funktion
Unterschiede finden lassen.

In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass vorstimulierte DCs, die mit Milz-
CD4"CD25"-Zellen gesunder Tiere kultiviert wurden, IL-12 zu einem geringeren Anteil
als DCs, die mit CD4"CD25 -Zellen inkubiert wurden, sezernierten. DCs alleine (plus
Medium) zeigten die stiirkste IL-12-Sekretion, gefolgt von DCs & CD4"CD25-Zellen
gesunder Milzen. Fiir die IL-12-Sekretion der DCs, die mit CD4"CD25"-Zellen
inkubiert wurden, konnte die geringste IL-12-Sekretion gemessen werden. Bei Kokultur

von Lamina propria-Zellen und DCs war die IL-12-Sekretion der DCs deutlich hoher
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als die der DCs, die mit Milzzellen inkubiert wurden. Bei Verwendung der Lamina
propria-Zellen erkrankter Tiere konnte fiir DCs, die mit CD4'CD25"-Zellen in
Verbindung standen, eine um die Hilfte geringere IL-12-Produktion gemessen werden.
Dass auch humane Blut-CD4"CD25"-Zellen die IL-12-Sekretion von DCs in
Kokulturen supprimieren kénnen, konnte vor kurzem die Arbeit von Bayry et al. 8
zeigen. Diese Arbeitsgruppe konnte eine drastisch erniedrigte 1L-12-Konzentration in
den Uberstinden von DCs verzeichnen, die iiber 24 h mit CD4"CD25%-Zellen in
Kontakt standen. Anders als der eigene Versuchsaufbau fiihrten diese Forschergruppe
die Messungen in den Uberstinden der Kokulturen durch, wihrend wir die IL-12-
Sekretion der DCs in den letzten 8 h ihrer Kokultur mit Golgi Plaque hemmten, um ihre
tatsidchlich produzierte Menge an IL-12 zu messen.

Bei Betrachtung der Ergebnisse der DCs-CD4"CD25"-Zellkulturen fillt auf, dass auch
hier die aus Milzen isolierten Ty.-Zellen zu einer verminderten IL-12-Sekretion der
DCs fiihren konnten. Ahnlich Beobachtungen wurden bei Versuchen mit Tumor-
generierten Tr-Zellen aus Leukidmie-Méusen verzeichnet. Es zeigte sich, dass diese
CD4"CD25"-Tumorzellen die IL-12-Sekretion der DCs in einer 24stiindigen Kokultur
deutlich senken konnten™.

Bei Kokulturen mit Lamina propria-T-Lymphozyten der erkrankten SCID-Méuse fiel
auf, dass die DCs in der Kokultur verhéltnismifBig wenig IL-12 sezernierten und kein
groBer Unterschied zwischen den DCs, die mit CD4"CD25%-Zellen und denen, die mit
CD4*'CD25 -Zellen kokultiviert worden waren, bestand. Bei rund 10,8% der DCs, die
mit CD4'CD25"-Zellen inkubiert waren, konnte intrazytoplasmatisch IL-12
nachgewiesen werden. Bei den DCs der CD4*CD25 -Zell-Kokultur waren es mit 12,0%
etwas mehr. Es wire denkbar, dass die Lamina propria-Lymphozyten in Phasen einer
aktiven CED stérker aktiviert sind und deshalb die IL-12-Sekretion stirker als bei
gesunden Tieren supprimieren. Warum keine grolen Unterschiede zwischen der DCs
IL-12-Sekretion von CD4"CD25"- und CD4"CD25 -Kokulturen existieren, ldsst sich
nicht eindeutig kliren. Eine Moglichkeit wire, dass in der CD4*CD25 -Zellpopulation —
wie bereits diskutiert — regulatorische T-Zellen die Suppression bewirken. Jedoch
konnte bei den DCs der CD4"CD25"-Kokultur eindeutig eine Suppression ihrer
Aktivititsmarker CD80 und CD86 verzeichnet werden, was bei denen der CD4*CD25 -
Zellen nicht gelang. Daher erscheint es eher verwunderlich, wie es den CD4"CD25 -

Zellen gelungen ist, die IL-12-Sekretion der DCs so weit herunterzuregulieren.
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Da die DCs in der eigenen Arbeit aus gesunden Balb/c-Miusen stammten, lassen sich
aus den dargelegten Experimenten nur Hinweise auf das Verhalten der T-Zellen
entnehmen. Aussagen iiber die tatsdchliche Menge an in-vivo produziertem IL-12 lassen
sich demnach nur vermuten. Um detailliert Aufschluss iiber das Verhalten von DCs der
erkrankten Organismen und CD4"CD25"-Zellen zu erhalten, sind weitere Versuche zu

diesem Thema notwendig.

Ferner gelang uns der experimentelle Nachweis, dass die von uns isolierten
CD4"CD25"-Zellen dazu fihig waren, IL-10 zu sezernieren.

Bei der Betrachtung der einzelnen CD4"CD25"-Zellen aus Milz, mLK und Lp fielen
folgende Unterschiede auf: Wihrend die CD4"CD25"-Zellen der mLK gesunder Tiere
stets auffallend hohe Konzentrationen an IL-10 erzeugten, schienen die CD4'CD25"-
Zellen aus Milz und Lamina propira in der IL-10-Produktion nicht ausgeprigt aktiv zu
sein. Dass aber auch die humanen CD4'CD25"-Lamina propria-Zellen gesunder
Probanden — selbst nach Stimulation — verhéltnismidBig wenig IL-10 produzieren,
wurde vor kurzem in der Literatur beschrieben *°. Ein moglicher Erklirungsversuch ist,
dass die Ty,-Zellen gesunder Probanden in einem inaktiven Zustand verweilen und erst

nach Aktivierung groBere Mengen an IL-10 sezernieren.

Denning et al. " fanden in Versuchen, dass IL-10 fiir die Suppression einer Colitis nicht
unbedingt am Ort der Inflammation - im Falle einer Colitis in den
Darmwandabschnitten — vorhanden sein muss. Auch die Stimulation der CD4"CD25"-
Zellen und eine starke IL-10-Produktion in mesenterialen Lymphknoten habe
ausgereicht, um eine Colitis zu verhindern. Von grofer Bedeutung scheint dieses
Resultat im Hinblick auf unseren Fund, dass die IL-10-Sekretion in den mLK stets am
stirksten ausgeprigt war. In Ubereinstimmung damit wurde weiterhin beschrieben, dass
aktivierte DCs des Intestinums bevorzugt in mLK wandern, um dort mit T-Zellen in
Kontakt zu treten °'.

Aufgrund der stark schwankenden Angaben fiir die Funktion und Sekretion in den

einzelnen Organen, wird derzeit eine organspezifische Rolle fiir IL-10 diskutiert *,

Eine neue Beobachtung unsererseits war, dass die CD4"CD25%-Zellen aus Milz und
Lamina propria erkrankter Tiere in-vitro deutlich weniger IL-10 produzierten, wihrend

die IL-10 Sekretion der CD4"CD25 -Zellen allerdings zunahm. Insbesondere bei den
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CD4'CD25"-Zellen der entziindeten Lamina propria zeigten sich stets sehr niedrige IL-
10-Sekretion im Vergleich zu CD4"CD25"-Lymphozyten, die aus gesundem Colon
isoliert wurden. Dies ist so bisher noch nicht in der Literatur beschrieben worden,
konnte jedoch ein Hinweis darauf sein, dass ein Teil der CD4"CD25-Zellen bei
chronischer Inflammation als Verstirkung der Immunantwort ebenfalls regulatorisch
aktiv wird und durch Sekretion von IL-10 versucht, die Colitis einzudiammen. Seit
kurzem wird intensiv nach Untergruppen der CD4'CD25-T-Zellen gesucht, die in
Verdacht stehen, regulatorische Aktivitat zu iibernehmen. Fiir einen Teil der Milz-
CD4"CD25 -Zellen, auf denen das so genannte kostimulatorische Molekiil
,programmed death 1* (PD1) nachgewiesen wurde, konnte gezeigt werden, dass diese —
anders als CD4"CD25"-Zellen — groBe Mengen an IL-4 und IL-10 produzierten und ihre
regulatorische Aktivitidt grofitenteils auf diese Zytokinproduktion zuriickzufiihren sein

diirfte %8,

Versuche mit Anti-IL-10-Antikérpern in der Kokultur von CD4"CD25%-Zellen und DCs
zeigten wenig Unterschiede im Vergleich zu den Kokulturen ohne Anti-IL-10-
Antikorper. Die Vermutung, der Wegfall des wichtigen antiinflammatorischen
Interleukin-10 fithre zu einer stdrkeren Aktivierung der DCs, konnte nicht bestitigt
werden. In der Arbeitsgruppe von Thornton >* wurden ebenfalls Experimente mit
Antikorpern, die gegen IL-10 gerichtet waren, durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die
suppressive Wirkung der CD4"CD25"-Zellen durch diese Antikorper nicht unterdriickt
werden konnte. Dennoch existieren auch Arbeiten, die Gegenteiliges beschreiben. So
konnten Anti-IL-10-Antikdrper in einer Kokultur von CD4*CD25"-Zellen und DCs die
Suppression, die ohne Antikorper auf DCs ausgeiibt wurde, zum Teil reduzieren .

Die Kontrolle der T-Zell-Aktivierung durch Ti-Zellen zeigte sich zumindest in-vitro
nicht abhéngig von IL-10 und TGF-8 > Aus Versuchen mit humanen CD4*CD25*-
Zellen konnte ebenfalls der Schluss gezogen werden, dass Zytokine fiir die Suppression
anderer T-Effektorzellen nicht zwingend notwendig sind 7> .

Dies konnte einmal mehr ein Hinweis darauf sein, dass die suppressiven Effekte der
regulatorischen T-Zellen iiberwiegend durch Zell-Zell-Kontakte vermittelt werden, wie
schon mehrfach diskutiert *°.

TGF-f scheint auf eine andere Art und Weise die Immunantwort zu modulieren. Zwar

konnte gezeigt werden, dass auch CD4'CD25"-Zellen, die aus TGF-B-defizienten
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Miusen stammten, eine Colitis verhindern konnten; dies gelang jedoch nur in
Anwesenheit von TGF-B im entziindeten Gewebe *°.

Interessante Aspekte zeigen Arbeiten zur Funktion von TGF-f, in denen durch Ko-
Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TCR) auf CD25-negativen tierischen Zellen mit
TGF-B eine Konversion dieser Zellen in CD4"CD25%-Zellen nachgewiesen werden
konnte *°.

Bisher konnte beobachtet werden, dass der Einfluss von TGF-B auf CD4"CD25-Zellen
zu einer vermehrten foxp3-Expression fiihrte *°. In der Zwischenzeit konnte in der
Transplantationsforschung  ergdnzend  gezeigt werden, dass TGF-B ein
kostimulatorischer Faktor fiir die Expression von foxp3 sein konnte °'. Fiir foxp3 konnte
gezeigt werden, dass es sowohl auf die Effektorfunktion als auch auf die
Differenzierung von CD4*CD25*-Zellen Einfluss nehmen kann ** *°. Die Arbeitsgruppe
von Chen et al. vermutet aber, dass die Konversion der CD25-Zellen alleine durch

TGF-f und das Vorhandensein des TCR auf den T-Zellen moglich sein konnte.

Bei Betrachtung der bisherigen Erkenntnisse, stellt sich die Frage, ob die Griinde fiir das
Entwickeln bzw. den Erhalt einer Colitis durch eine reduzierte Zahl regulatorisch
aktiver T-Zellen oder durch Funktionsdefekte bei normaler Anzahl dieser Zellen zu
suchen sind. Bis vor wenigen Jahren wurde hauptsdchlich vermutet, dass eine

Dysregulation der CD4*CD25%-Zellen zu CED fiihrt.

In unseren Versuchen konnten wir aus der Lamina propria erkrankter Tiere erheblich
mehr CD4"CD25"-Zellen als aus der Lamina propria von gesunden Balb/c-Miusen
isolieren. In ihrer CD4*CD25"-Expression unterschieden sie die Lymphozyten nicht.
Die beiden anderen Marker fiir regulatorische T-Zellen — foxp3 und agf;-Integrin —
wurden hingegen in den Zellen erkrankter Tiere verstirkt exprimiert und in den
durchgefiihrten Kokultur-Experimenten lieen sich sowohl bei Zellen gesunder als auch
bei Zellen erkrankter Tiere suppressive Effekte auf die Aktivierung von DCs
nachweisen.

Makita et al. zeigten in Versuchen mit humanen CD4'CD25"-Zellen aus der Lamina
propria, die aus Darmresektaten von Patienten mit akuter CU oder aktivem MC isoliert
wurden, dass die Anzahl der CD4*CD25*-Zellen bei Entziindung stark zunahm *°. Diese
Arbeitsgruppe untersuchte die Zellen auf weitere regulatorische Charakteristika und

fithrte Kokulturen mit CD4*CD25 -Zellen durch. Die aus erkrankter humaner Lamina
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propria isolierten Zellen exprimierten u. a. CD25 und foxp3 und supprimierten in vitro
die Sekretion inflammatorischer CD4"-Zellen.

Eine weitere Arbeit zur Frage, ob die T-regulatorischen Zellen aus entziindlich
verdnderten Colonabschnitten funktionell unbeeintridchtigt sind, konnte zeigen, dass
mLK-CD4"'CD25"-Zellen suppressiv auf andere T-Zellen wirken und die Konzentration
an inflammatorischen Zytokinen in vitro senken 80,

Andere Untersuchungen peripherer und intestinaler humaner CD4*CD25%-Zellen
fiihrten zu dem Schluss, dass obwohl prozentual gesehen im entziindeten Stadium mehr
regulatorische T-Zellen in der Lamina propria zu finden waren, ein relativer Mangel an
diesen Zellen wahrscheinlich ist. In diesen Versuchen wurde die Anzahl der
CD4"CD25"-Zellen gesunder Probanden bzw. an aktiver CED oder an inaktiver CED-
Erkrankter sowie bei akuter Divertikulitis verglichen. Dabei zeigte sich, dass im
Stadium der aktiven CED nur wenige CD4"CD25"-T-Zellen aus dem peripherem Blut
der Patienten isoliert werden konnten, wéhrend in der Lamina propria verhiltnismiBig
viele T-Zellen CD25 und FOXP3 exprimierten. Durch eine Umverteilung der
suppressiv wirkenden Zellen lieBe sich der Mangel an CD4"CD25%-Zellen im Blut
erkldren, aber die Autoren geben einschrinkend zu bedenken, dass bei einer
Divertikulitis sowohl in der Lamina propria als auch im peripheren Blut mehr
CD4"CD25"-Zellen nachgewiesen werden konnten. Die Autoren gehen daher eher von
einem numerischen Defekt der regulatorischen T-Zellen bei CED aus, da auch sie in
ihren Kokulturen mit Blut-CD4"CD25"-Zellen der an CED erkrankten Patienten
suppressive Effekte auf die Proliferationsraten von CD25-T-Zellen verzeichnen

konnten.

Zusammenfassend legen alle diese Ergebnisse nahe, dass die CD4"CD25"-Zellen der
erkrankten Lamina propria und der die Darmwand drainierenden mLK funktionsfihig
sein konnten. Das Vorhandensein der T.,-Lymphozyten diirfte demnach vermutlich
eher protektiv als pathogen sein. Makita et al. dullerten die Vermutung, dass eine
verstirkte Reprisentation von CD80, CD86 und eine hohere Konzentration an
inflammatorischen Zytokinen wie IL-2, IL-6 die regulatorische Funktion der
CD4'CD25"-Zellen storen konnte. Diese These wird durch erste Arbeiten untermauert,
die nachweisen konnten, dass Interleukin-6, das von aktivierten DCs produziert wurde,

die regulatorische Aktivitit von CD4*CD25%Zellen blockiert . Ahnlich konnte in
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voneinander unabhidngigen Arbeiten mehrfach eine reversible Reduktion der

CD4*CD25"-Zellen durch hohe Dosen von Interleukin-2 aufgezeigt werden >, **.

Obwohl weiter oben diskutiert wurde, dass IL-10 in der Interaktion von CD4*CD25%-
Zellen gesunder Tiere und DCs eine geringere Rolle als bisher angenommen spielen
konnten, ist bei den eigenen Ergebnissen auffallend, dass insbesondere die IL-10-
Sekretion der CD4"CD25%-T-Zellen der Lamina propria erkrankter Tiere gegeniiber
denen gesunder Tiere deutlich abnahm. IL-10 konnte fiir die APC der Lamina propria
erkrankter Tiere eine weitaus wichtigere Rolle spielen als bisher angenommen. Der
Mangel an IL-10 konnte einen Teil dazu beitragen, eine Colitis auszuldsen bzw. zu
verstirken. Diese Vermutung wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass durch die Gabe
von IL-10 im Maus-Transfer-Modell die Entwicklung einer Colitis bei SCID-Méausen
verhindert werden konnte und es bei Beendigung der IL-10-Gabe rasch zur Entwicklung
einer Colitis kam ®’. Unter Beriicksichtigung dieser Befunde ergeben sich im Gegensatz
zu vorherig Diskutiertem doch gewisse Hinweise auf eine partielle Dysfunktion der

CD4"CD25%-Zellen.

Schlussfolgernd ldsst sich sagen, dass nach derzeitigem Wissensstand unklar bleibt,
warum die groBere Anzahl von CD4'CD25%-Zellen in der Lamina propria erkrankter
Tiere keine klinisch messbare anti-inflammatorische Wirkung erzielen kann. Ob unter
der grofleren Anzahl mehr Zellen mit Funktionsdefekten sind, kann trotz Erfiillung der
Kriterien fiir regulatorische T-Zellen (CD25%, foxp3 und ogPs-Integrin) nicht sicher

ausgeschlossen werden und bedarf weiterer Untersuchungen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich mit tierischen Zellen experimentiert.
Daher stellt sich die Frage, inwieweit die hier aufgezeigten Ergebnisse auf den
menschlichen Organismus iibertragbar sind. Zusitzlich soll im folgenden Abschnitt
erortert werden, welche bisherigen FErkenntnisse existieren, dass die in vitro

beobachteten Effekte auch in-vivo ablaufen.

Regulatorische CD4'CD25"-Zellen konnten auch aus humanem Thymus und
peripherem Blut isoliert werden und zeigten in-vitro ebenfalls immunsuppressive

Effekte auf T-Zellen *°. Regulatorische T-Zellen finden sich unabhingig von CED auch
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bei gesunden Menschen. Auch das foxp3-Gen, das eine tragende Rolle bei der Funktion
der regulatorischen T-Zellen spielt, wurde in humanen CD4"CD25%-Zellen als FOXP3
nachgewiesen und die Wichtigkeit seiner Funktion in humanen CD4"CD25"-Zellen
bestitigt .

Im Jahre 2004 gelang es Makita et al. *® CD4*CD25"-regulatorische T-Zellen aus
humaner Lamina propria zu isolieren und zu zeigen, dass diese Zellen wichtige
Regulatoren des intestinalen Immunsystems sind. Die Forscher fanden, dass ca. 6% der
CD4"-Lymphozyten fiir CD25 positiv waren. Sie fiihrten weitergehende
Untersuchungen mit humanen Darmzellen durch, die von Patienten stammten, bei
denen zum Zeitpunkt der Colonsegmentresektion makros- und mikroskopisch ein akuter
Schub einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung vorlag. Dabei konnten aus diesen
entziindlich verinderten Resektaten eine deutlich erhthte Anzahl an CD4"CD25%-Zellen
isolieren. Unsere Experimente mit Vergleichen zwischen CD4"CD25"-Lamina propria-
Zellen von gesunden und an Colitis erkrankten Méusen zeigten — wie bereits erwihnt —
ebenfalls eine Zunahme der Anzahl an CD4'CD25%-Zellen in der Lamina propria
erkrankter Tiere. Inzwischen gelang es einer weiteren Arbeitsgruppe, CD4"CD25"-
Zellen aus der Colonmukosa von Morbus Crohn-Patienten zu isolieren '’ und diese in
vitro zu expandieren. Im Jahre 2007 wurde publiziert, dass entziindete Darmabschnitte
von CU-Patienten mehr FOXP3*CD4*CD25%-Zellen aufwiesen ™. Die Arbeitsgruppe
von Yu et al. fand insgesamt auch in Arealen, die makroskopisch keine Hinweise auf
eine Inflammation boten, mehr FOXP3"CD4"-Zellen im Colon dieser Patienten.

Was die Funktion der CD4"CD25"-Zellen anbelangt, konnte fiir humane CD4"CD25"-
Zellen dhnliches gelten wie fiir die tierischen Zellen: CD4"CD25*-T-Zellen der Lamina
propria konnten in Kokulturen mit APC CD4"CD25-Zellen aus dem peripheren Blut in
ihrer Proliferationsrate hemmen. Dies gelang auch mit CD4'CD25%-Zellen aus
erkrankter Lamina propria, wihrend die CD4'CD25-Lamina propria Zellen in
Kokultur-Experimenten keine regulatorische Aktivitit zeigten *°. Im Unterschied zu
unseren Arbeiten, verwendete die Arbeitsgruppe von Makita CD4 -Zellen als APC, die
stets zusitzlich zu den CD4"CD25-Zellen in Kultur gebracht wurden, wihrend wir nur
mit BM-DCs arbeiteten.

Yu et al. ¥ fiihrten ihre Kokultur-Experimente mit humanen mLK-CD4*CD25°,
CD4"CD25 und APC durch und konnten ebenfalls eine Suppression der
Proliferationsrate der CD25-Zellen feststellen. In Kokulturen, in denen nur DCs als

APC eingesetzt wurden, konnte nach Inkubation mit mLK-CD4"'CD25"- und
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CD4'CD25-Zellen in den Uberstinden gegeniiber denen der Kokulturen von
CD4'CD25-Zellen und DCs eine deutliche Reduktion einiger inflammatorischer

Zytokine beschrieben werden ™.

Mirsa et al. publizierten Daten, wonach humane CD4"CD25"-regulatorische T-Zellen in
der Lage waren, die Maturation und antigen-prisentierende Funktion der DCs
abzuschwiichen *°. Die Forschergruppe konnte diese Beobachtung durch Kokulturen
von CD4"CD25%-Zellen aus peripherem Blut und DCs, die durch Stimulation von Blut-
Monozyten kultiviert wurden, darlegen. Es zeigt sich u. a. eine signifikante Reduktion
von CD86 und CD40 bei DCs, die mit CD4*CD25"-T-Zellen in Kontakt standen. Dieser
Effekt konnte bei CD4"CD25-Zellen hingegen nicht beobachtet werden. Besonders
bemerkenswert erscheinen auch Transwell-Versuche dieser Arbeitsgruppe, die zeigen,
dass die Suppression der DCs nur bei Zell-Zell-Kontakt mit den CD4"CD25"-Zellen zu
verzeichnen war. Diese Daten stiitzen unsere Vermutung, dass CD4"CD25"-Zellen am
ehesten durch direkten Zellkontakt in der Lage sind, DCs in ihrer Aktivitit zu
regulieren.

Auch eine kiirzlich publizierte Arbeit zur Untersuchung der Interaktion von T,..-Zellen
und DCs aus peripherem humanen Blut konnte die durch Ty.-Zellen schon einige Male

8 Die ko-stimulatorischen

zuvor beschriebene Suppression der DCs bestitigen
Molekiile CD80 und CD86 wurden in Kokulturen mit CD4*CD25"-Zellen am stiirksten
supprimiert. Im Unterschied zu unseren Versuchen fiihrte diese Arbeitsgruppe ihre
Versuche mit humanen Zellen, die sie aus peripherem Blut isolierten, durch. Die
CD4*CD25"-Zellen wurden vor Einsatz in der Kokultur zunichst 24 h mit anti-CD3-
Antikorpern stimuliert und dann im Verhiltnis 1 : 5 zu den DCs eingesetzt. Hierdurch
konnte sich erkldren lassen, warum die Forscher eine sehr stark suppressive Wirkung
der T., verzeichnen konnten, die unter der Basis-Expression der DCs lag.
Hervorzuheben ist jedoch, dass humane T., — ebenso wie die von uns untersuchten
Maus-CD4"CD25"-Zellen — in der Lage zu sein scheinen, DCs in ihrer Aktivitit
herunter zu regulieren.

Schlussfolgernd kann zusammengefasst werden, dass in vivo-Experimente, die nach
Modellen der in vitro-Versuche konzipiert wurden, iiberwiegend die vermuteten
Ergebnisse zeigten, so dass sich einige Anhaltspunkte dafiir ergeben, dass das

Zusammenspiel von CD4'CD25"-Zellen und DCs in vivo — mit gewissen

Einschrinkungen — dhnlich ablaufen konnte.
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Wie bereits ausgefiihrt, konnten CD4'CD25"-Zellen, die regulatorische Aktivitit
zeigten, aus humanem Darm isoliert werden®® 7. Wenn es moglich wire, diese Zellen
zu vervielfiltigen, konnte iiber eine in-vivo Therapie mit regulatorischen T-Zellen bei
Patienten mit CED in Erwidgung gezogen werden. Lange Zeit wurde die geringe
Proliferationsrate der CD4"CD25"-Zellen als limitierender Faktor fiir eine mogliche
therapeutische Verabreichung von regulatorischen T-Zellen gesehen. Nun ist es aber
gelungen, humane CD4*CD25"-T-Zellen aus peripherem Blut mit Stimulation von anti-
CD3 und anti-CD28 sowie hohen Konzentrationen an IL-2 in vitro zu vervielfachen *®.
Obwohl bei einzelner experimenteller Verabreichung von T-Lymphozyten an gesunde
Testpersonen keine Nebenwirkungen verzeichnet wurden *°, sollte dies nicht zu schnell
verallgemeinert werden. Zu grof3 ist derzeit noch der Unsicherheitsfaktor, wie die in-
vitro-expandierten regulatorischen T-Zellen mit dem menschlichen Organismus
interagieren wiirden.

Dennoch besteht die Hoffnung, dass der Nutzen von CD4"'CD25"-T-Zellen bei CED
eines Tages bei der Therapie von CED zum Tragen kommen konnte.

Die eigenen Ergebnisse sollten einen Beitrag dazu liefern, genauere Erkenntnisse liber
die Auspriigung, die Funktion und Zell-Interaktion der CD4*CD25"-Zellen zu erlangen
und eventuell vorhandene Unterschiede zwischen Ty..-Zellen gesunder Miuse und Tre,-
Zellen erkrankter Colitismiuse aufzuzeigen, um das Verhalten dieser Zellen in-vivo zu

verstehen.
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5 Zusammenfassung

Die Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa ist ein sehr akutelles Thema in der medizinischen Forschung.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit dem Einfluss von CD4'CD25'-
regulatorischen T-Zellen auf dendritische Zellen bei der Pathogenese von chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen.

Im experimentellen Teil der Arbeit wurde an gesunden Balb/c-Méusen das Vorkommen
von CD4"'CD25%-Zellen in Milz, mesenterialen Lymphknoten und in der Lamina
propria durch Isolation mithilfe magnetischer Beads und FACS-Analyse bewiesen.

In einem zweiten  Schritt wurde ihre regulatorische  Aktivitit auf
knochenmarksgenerierte dendritische Zellen (DCs) durch Kokulturen iiber 70 Stunden
niher untersucht. Um ein besseres Verstéindnis fiir die Rolle der CD4"CD25"-T-Zellen
bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zu erlangen, wurde derselbe
Versuchsautbau auf die T-Zellen erkrankter Méduse angewendet. Dazu dienten SCID-
Miuse, die 6 bis 8 Wochen nach Injektion von CD4"CD62L"-Zellen eine ausgepriigte

Colitis entwickelten.

Bei der Charakterisierung der CD4'CD25"-Zellen ergab sich, dass diese in allen
untersuchen Gewebearten vorkommen. Wihrend bei gesunden Tieren die Anzahl
regulatorischer Zellen in Milz und mesenterialen Lymphknoten wesentlich hoher ist als
in der Lamina propria, dndert sich dieses Verhiltnis bei der Betrachtung erkrankter
Tiere. In der Lamina propria an Colitis erkrankter Méduse nimmt der Anteil an
CD4'CD25"-Zellen deutlich zu. Durch Auswertungen des quantitativen Vorkommens
von foxp3 und a4f;-Integrin auf CD4"CD25%-Zellen konnte gezeigt werden, dass die
CD4"CD25"-Zellen der erkrankten Tiere stirker aktiviert sind als bei gesunden Tieren.

In Kokulturen mit dendritischen Zellen konnten anhand der verminderten Expression
der Oberflichenmarker CD40, CD80, CD86 und der verminderten Freisetzung von IL-
12 durch DCs die suppressiven Eigenschaften der regulatorischen CD4"CD25"-Zellen
aufgezeigt werden. Hierbei zeigte sich sowohl bei den Zellen gesunder Tiere als auch
bei den Zellen erkrankter Tiere ein deutlich suppressiver Effekt der CD4"CD25"-Zellen
auf die dendritischen Zellen gegeniiber der Kokultur mit CD4*CD25-Zellen und DCs.
Die  zentrale  Arbeitshypothese, dass  regulatorische =~ CD4'CD25"-Zellen
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immunoregulativ auf antigenprisentierende Zellen wie dendritische Zellen wirken,
konnte damit eindeutig bestitigt werden.

Interessanterweise lie3 sich eine hohe agf;-Integrin-Expression von CD25°-T-Zellen aus
mLK und Lamina propria von an Colitis erkrankten Tieren messen, wihrend bei
CD4"CD25-T-Zellen, die aus gesunden Tieren isoliert wurden, keine erhohte agp;-
Integrin-Expression nachgewiesen werden konnte. Dies wirft die weitergehende Frage
auf, ob auch CD4"CD25-T-Zellen bei starker Inflammation in einem Gewebe ebenfalls
— moglicherweise in geringerem Ausmal} oder gerade durch vorherigen Kontakt mit den
CD4"CD25"-Zellen — regulative Einfliisse ausiiben konnen.

Unklar bleibt auch, warum in erkrankter Lamina propria solch hohe Anzahlen an
CD4'CD25"-Zellen, die zwar wie gezeigt immunsuppressiv wirken, aber die
Entziindung nicht vollstindig eindimmen konnen, gefunden wurden. Besteht dennoch
ein relativer Mangel an diesen Zellen oder handelt es sich um einen Funktionsverlust
der CD4"CD25"-Zellen erkrankter Tiere? Um dies zu klidren, wiire eine genaue Analyse

der Funktionsfahigkeit der untersuchten Zellen notwendig.

In den letzten Jahren mehren sich die Hinweise darauf, dass eine Verabreichung von T-
Lymphozyten ohne gravierende Nebenwirkungen fiir den menschlichen Organismus
einhergeht. Somit wire die Grundlage fiir eine Behandlung der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen mit regulatorischen CD4"CD25*-T-Zellen gegeben. Die vorliegende
Arbeit soll einen Beitrag dazu liefern, das Verhalten von regulatorischen Zellen in-vitro
und in-vivo besser zu verstehen und damit neue Wege fiir immunmodulatorische
Therapien aufzuzeigen. Die Frage, ob ein derartiger Therapieversuch in Zukunft zum
Einsatz kommen kann, bleibt vorerst offen. Es sind weitere in-vitro und in-vivo

Versuche mit humanem Material notwendig, um dies zu beantworten.
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7 Abkurzungsverzeichnis

A Ampere

AK Antikorper

APC Antigen-priasentierende Zellen

Balb Bagg Albino Maus

(BM-)DC (bone marrow) dendritic cells

Bp Basenpaar

BSA bovine serum albumin

CD cluster of differentation

CED Chronisch entziindliche Darmerkrankung
d die =Tag

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid
ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay
Exp Experiment

FACS fluorescence activated cell sorting
FCS fetal calf serum

FITC Flourescein-Isothiozyanat

Foxp3 forkhead box proteine

GMZ Gesamtmilzzellen

h hora = Stunde

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

LASER light amplification by stimulated emission of radiation
LpL Lamina propria Lymphozyten

LPS Lipopolysaccharid

min Minute

mLK mesenteriale Lymphknoten

n.u. nicht untersucht

PBS phosphate buffered saline

PE Phycoerithrin

rpm rates per minute

SCID severe combined immunodeficiency

TCR T-Zell-Rezeptor
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