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Deletion of Foxp3' regulatory T cells in genetically targeted mice supports development

of intestinal inflammation

F. Bohm, M. Martin, R. Kesselring, G. Schiechl, E.K. Geissler, H.J. Schlitt, S. Fichtner-Feigl

Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie, Universitit Regensburg

Background:

Mice lacking Foxp3" regulatory T (Treg) cells develop severe tissue inflammation in lung,
skin, and liver with premature death, whereas the intestine remains uninflamed. This study
aims to demonstrate the importance of Foxp3" Treg for the activation of intestinal T cells and

the development of intestinal inflammation.

Methods:

Foxp3-GFP-DTR (human diphtheria toxin receptor) C57BL/6 mice allow elimination of
Foxp3" Treg by treatment with DTx (diphtheria toxin). The influence of Foxp3" Treg on
intestinal inflammation was tested using the CD4  T-cell transfer colitis model in

Rag'/ ‘C57BL/6 mice and the acute DSS-colitis model.

Results:
Continuous depletion of Foxp3™ Treg in Foxp3-GFP-DTR mice led to dramatic weight loss
and death of mice by day 28. After 10 days of depletion of Foxp3" Treg, isolated CD4"

T-cells were activated and produced extensive amounts of IFN-y, IL-13, and IL-17A. Transfer



of total CD4" T-cells isolated from Foxp3-GFP-DTR mice did not result in any changes of
intestinal homeostasis in Rag'/ ‘C57BL/6 mice.

However, administration of DTx, between days 14 and 18 after T-cell reconstitution, lead to
elimination of Foxp3™ Treg and to immediate weight loss due to intestinal inflammation. This
pro-inflammatory effect of Foxp3" Treg depletion consecutively increased inflammatory
cytokine production. Further, the depletion of Foxp3™ Treg from Foxp3-GFP-DTR mice
increased the severity of acute DSS-colitis accompanied by 80% lethality of Treg-depleted
mice. CD4" effector T-cells from Foxp3™ Treg-depleted mice produced significantly more

pro-inflammatory cytokines.

Conclusion:
Intermittent depletion of Foxp3® Treg aggravates intestinal inflammatory responses
demonstrating the importance of Foxp3" Treg for the balance at the mucosal surface of the

intestine.
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1. Einleitung

1.1 Geschichte der Immunologie

Der britische Landarzt Edward Jenner (1749-1823) gilt als Begriinder der Immunologie von
heute. Im spéten 18. Jahrhundert machte er die Entdeckung, dass eine Infektion mit der eher
harmlos verlaufenden Krankheit Kuhpocken einen guten Schutz vor der gefdhrlichen
Krankheit Pocken darstellte. 1796 konnte Edward Jenner den Schutz vor Pocken durch eine
Impfung mit Kuhpocken beweisen. Obwohl er damit die Grundlagen fiir die Bekdmpfung der
Pocken schaffte, vergingen noch etwa 200 Jahre bis die Schutzimpfung gegen Pocken
allen Menschen zugédnglich war und die Ausrottung der Pocken 1979 durch die
Weltgesundheitsorganisation ausgerufen werden konnte. Bis ins spdte 19. Jahrhundert waren
Erreger als Ursache von Krankheiten noch unbekannt. Erst durch die Untersuchungen Robert
Kochs lernte man, dass Infektionskrankheiten durch Pathogene ausgeldst und weitergegeben
werden. Durch ihn und andere Mikrobiologen seiner Zeit konnten Jenners Ansétze auf weitere
Krankheiten iibertragen werden. Seitdem ist unser Wissen iiber immunologische Vorginge
stark gewachsen, was sich auch in den zahlreichen Medizin-Nobelpreisen fiir immunologische

Forschung wiederspiegelt.'

1.2 Grundlagen der Immunologie

Die physiologische Funktion des Immunsystems besteht im Schutz des Korpers vor
Infektionen. Es kann einerseits zwischen ,Selbst” und ,Fremd’ unterscheiden und andererseits

Pathogene erfolgreich bekdmpfen. Man unterscheidet grundsdtzlich ein angeborenes,
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natlirliches von einem spezifischen, adaptiven Immunsystem. Die angeborene Immunantwort
sorgt fiir die erste, schnelle Erregerabwehr. Sie ist unspezifisch und bietet keinen sicheren
Schutz vor erneuter Infektion, da sich hier kein immunologisches Gedichtnis entwickelt.
Makrophagen, neutrophile Granulozyten, natiirliche Killerzellen und das Komplementsystem
sind wichtige Bestandteile des angeborenen Immunsystems. Das aktivierte adaptive
Immunsystem sorgt dann fiir eine pathogen-spezifische Immunantwort. Essentiell sind hierbei
B- und T-Lymphozyten. Nach Kontakt mit Antigenen durch APC proliferieren die einzelnen
Lymphozyten und entsprechende Effektorsysteme werden aktiviert. Ebenso kommt es zur

Differenzierung zu Gedéchtniszellen.>”

1.3 Rezessive und dominante immunologische Toleranz

Die immunologische Toleranz beschreibt die Fahigkeit des Immunsystems, korpereigene
Strukturen zu erkennen und eine Immunreaktion zu unterdriicken. Dies ist essentiell fiir die
Verhinderung von Autoimmunerkrankungen. Sie wird durch zwei unterschiedlich organisierte
immunologische Effektorsysteme vermittelt — rezessiv und dominant.”

Die rezessive Toleranz basiert auf intrinsischen Mechanismen, welche die Elimination von
autoreaktiven Thymozyten oder chronisch stimulierten peripheren T-Zell-Klonen umfasst.
Wichtige Effektoren sind hierbei die Apoptose und die Inaktivierung. Diese entsteht durch
induzierten Aktivititsmangel. Die dominante Toleranz, die auch zur Verhinderung von
Autoimmunreaktionen fiihrt, wird durch eine spezialisierte Teilmenge von Immunzellen
vermittelt. Makrophagen, dendritische Zellen und B- und T-Lymphozyten spielen hierbei eine
zentrale Rolle. Ein Teil davon differenziert zu Gedichtniszellen, wodurch bei erneuter

Pathogen-Exposition eine effektivere Reaktion mdglich ist. T-Lymphozyten kann man in
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CDS8" zytotoxische Zellen und CD4" T-Helferzellen unterteilen. Bei der Immunreaktion gegen
einige Pilze, Protozoen, Bakterien und Viren sowie Tumorzellen sind CD8" Zellen
entscheidend. Sie sind jedoch auch an der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen und
chronischen Entzlindungen beteiligt. Ob es zu einem Angriff einer korpereigenen oder
korperfremden Zelle durch zytotoxische Zellen kommt, wird durch ein komplexes

Kontrollsystem bestimmt. In diesem sind regulatorische T-Lymphozyten essentiell.’

1.4 Einteilung und Funktion CD4" T-Lymphozyten

CD4" T-Helferzellen kénnen sich zu den Subpopulationen Thl, Th2, Th17 und Treg
differenzieren. Thl-Zellen sezernieren Zytokine wie IL-2, IFN-y und TNFa, B und leiten
dadurch die spezifische Immunantwort ein. Die vor allem durch IFN-y aktivierten
Makrophagen eliminieren dann infizierte Zellen. Die zweite Aufgabe der CD4" T-Zellen ist
die Stimulation der Antikorperproduktion. Die zu Th2-Zellen differenzierten CD4" T-Zellen
geben durch Zytokinsekretion das Kosignal fiir die Differenzierung zur sezernierenden
Plasmazelle. Th17-Zellen werden bei der Immunantwort gegen extrazelluldre Bakterien friih
aktiviert und 16sen wahrscheinlich durch Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten eine
akute Entziindungsreaktion aus. Daneben scheinen sie eine wichtige Rolle bei
Autoimmunerkrankungen und chronisch entziindlichen Erkrankungen zu spielen.’

Regulatorische T-Lymphozyten stellen eine Untergruppe der CD4 " T-Lymphozyten dar, deren
Aufgabe es ist, eine libermdflige Aktivierung des Immunsystems zu unterdriicken. Sie
begrenzen das Ausmall einer immunologischen Reaktion und iiben somit eine essentielle
Funktion in der Aufrechterhaltung der dominanten immunologischen Toleranz gegen Selbst-

Antigene aus. In einem gesunden Organismus wird dadurch die Entstehung von
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Autoimmunerkrankungen verhindert. Eine Einteilung regulatorischer T-Lymphozyten in
unterschiedliche Subpopulationen ist anhand unterschiedlicher Herkunft und Funktion
moglich.

Die nTreg entstehen im Thymus aus CD4" T-Zellen, die groBe Mengen an CD25 und Foxp3
exprimieren. Hauptsdchlich erkennen sie im Thymus exprimierte Autoantigene. Aufgrund
ithrer starken suppressiven Wirkung gegeniiber autoreaktiven T-Lymphozyten spielen sie eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz. Daneben werden iTreg aus
CD4" T-Zellen in der Peripherie gebildet. Sie konnen durch alle Fremdantigene aktiviert
werden und ermdglichen eine Uberwachung allgemeiner Immunreaktionen, vor allem auch
pathologischer Immunreaktionen. Diese inhomogene Gruppe kann aufgrund unterschiedlicher
Eigenschaften weiter in Untergruppen gegliedert werden. Die Th3-Zellen kommen im
mukosalen Immunsystem vor und werden durch Antigenprdsentation in der Schleimhaut
aktiviert. [hre Aufgabe besteht in der Kontrolle von Immunantworten in der Darmmukosa.
Wird diese natiirliche Barriere gestort, kommt es zu Autoimmunerkrankungen. Daneben gibt

es IL-10 produzierende Tr1-Zellen und TGF-f produzierende Th3-Zellen.*"

1.5 Foxp3-Mangel als Ursache fiir aggressive Autoimmunitit

Autoimmunerkrankungen entstehen durch einen Zusammenbruch der Mechanismen, die eine
Selbsttoleranz aufrechterhalten. Sie betreffen einen erheblichen Anteil der Bevolkerung. Die
Atiologie der meisten Autoimmunerkrankungen ist weitgehend unklar. Es wird ein
multifaktorielles Geschehen vermutet mit genetischen und umweltbedingten Einfliissen, was
die Aufdeckung der zugrundeliegenden Pathogenese schwierig macht. Seltene

monogenetische Autoimmunerkrankungen bieten jedoch eine groBe Chance, die
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Mechanismen auch héufigerer Erkrankungen zu verstehen und neue diagnostische und
therapeutische Moglichkeiten zu entwickeln. Studien haben eine Korrelation zwischen vielen
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) und Autoimmunerkrankungen gezeigt. FEin
spezifisches Gen konnte noch nicht bestimmt werden. Potenzielle Loki betreffen Gene, die
viele Aspekte des Immunsystems regulieren, wie Lymphozytenaktivierung, mikrobiologische
Erkennung, Zytokine und Zytokinrezeptoren.

Das Immune Dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked Syndrome (IPEX) ist
ein seltenes x-chromosomales Syndrom, das zu einer schweren, systemischen autoimmunen
Dysregulation fiihrt. Die meisten Patienten mit IPEX leiden an Enteritis, Endokrinopathie und
Dermatitis. Das Hauptsymptom ist oft eine schwere Diarrhoe mit Wachstumsretardierung,
die einer parenteralen Erndhrung bedarf. Histologisch zeigt der Darm eine Zottenatrophie
und eine starke lymphatische Infiltration in der Schleimhaut. Haufige Endokrinopathien beim
[PEX Syndrom sind die Hypothyreose und ein insulinpflichtiger Typ I Diabetes mellitus.
Ahnlich zu den gastrointestinalen Erkrankungen haben Patienten mit Endokrinopathien
inflammatorische Infiltrate in der Schilddriise und im Pankreas mit Autoantikdrpern gegen
pankreatische Inselzellen. Zusétzlich zur diagnostischen Trias Enteritis, Endokrinopathie und
Dermatitis konnen diese Patienten viele weitere Manifestationen haben, wie Zytopenie,
Nierenerkrankungen und Hepatitis. Die Symptome des IPEX Syndroms kénnen schubweise
auftreten mit Exazerbationen beispielsweise bei Infektionen, Nahrungsmittelallergenen oder
Impfungen. IPEX Patienten zeigen eine erhohte Infektanfélligkeit auf Bakterien, Viren oder
Pilze. Dieses Phinomen wird der verminderten Barriere an Schleimhduten zugeschrieben. Die
Entdeckung der genetischen Mutation des IPEX Syndroms wurde dank der Beobachtungen
am Scurfy Mausmodell ermdglicht. Diese Scurfy-Méuse zeigen eine schwere

Autoimmunreaktion und Lymphozytenproliferation &hnlich zu den IPEX Patienen.
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Foxp3 konnte als das mutierte Gen in Scurfy-Miusen nachgewiesen werden.'*"

Obwohl mehrere lymphatische Subpopulationen suppressive oder immunmodulierende
Eigenschaften besitzen, stellen Foxp3™ Treg die zur Zeit einzig bekannte Population von
Lymphozyten dar, die sich als Mediatoren der dominanten Toleranz eignen. Foxp3 ist ein
Transkriptionsfaktor, der fiir die Entwicklung und Funktion regulatorischer T-Lymphozyten
(Treg) essentiell ist.”***

Regulatorische T-Lymphozyten sind CD4", CD25" und Foxp3" Zellen, die funktionell anerg
sind und nach Aktivierung Zytokine und Oberflichenmolekiile produzieren. Sie sind wichtig
fiir die Unterdriickung der Immunantwort. Foxp3" Zellen machen 10-15% der CD4" Zellen
aus und werden als entscheidende Mediatoren zur Aufrechterhaltung der immunologischen
Homdoostase gesehen.”>°

Treg unterdriicken die Immunantwort mit Hilfe einer Vielzahl von Mechanismen, wie die
Produktion antiinflammatorischer Zytokine, direkter Zell-Zell-Kontakt und die Modulation
des  Aktivititsstatus und der Funktion von Antigen-prisentierenden Zellen.”
Loss-of-function-Mutationen in dem Gen, welches Foxp3 in Médusen und Menschen kodiert,
fiihren zu einem Verlust an Treg und zu fatalen Autoimmunreaktionen. Dies beginnt in sehr
jungen Jahren und betrifft multiple Organe.” Die Identifizierung von Mutationen in dem fiir
Foxp3-kodierenden Gen als Ursache fiir aggressive Autoimmunitdt bei humanen Patienten
mit [PEX-Syndrom und in mutierten Scurfy-Médusen hat eine genetische Grundlage fiir das
Phinomen der Treg-vermittelten dominanten Toleranz geschaffen, ebenso wie die daraus

folgende Entdeckung der essentiellen Funktion von Foxp3 in der Entwicklung der Treg.”~*°
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1.6 Mausmodelle als geeignete Untersuchungsmethode

Beim Zusammenspiel von angeborenen und erworbenen Wirkmechanismen, sowie von
regulierenden negativen Riickkopplungswegen bei der Immunantwort im Darm herrscht ein

streng kontrolliertes Gleichgewicht.*'™*

Eine Zerstorung dieser Balance durch genetische
Faktoren oder Umweltfaktoren kann zu chronischen Entziindungsreaktionen fiihren. Foxp3"
Treg spielen eine wichtige Rolle in der immunologischen Homdostase, da sie pathologische
Immunantworten auf Umwelt- oder Autoantigene verhindern.”’

Die spontane Entwicklung einer intestinalen Entziindung in verschiedenartigen
Mausmodellen sowie die Vielzahl moglicher urséchlicher Gene beim Menschen zeigen, dass
chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) durch komplexe Mechanismen reguliert
werden. Viele Mausmodelle wurden zur genaueren Untersuchung dieser intestinalen
Inflammation etabliert. Dazu gehoren genetisch verdnderte Méduse, kongene Mausstimme,
chemisch induzierte Modelle und Zelltransfer Modelle. Tiermodelle konnen die Pathogenese
humaner Erkrankungen nicht vollstindig wiederspiegeln, aber sie liefern gute
Voraussetzungen, um die Vorginge bei Darmentziindungen besser zu untersuchen.
Tatsachlich haben Tiermodelle in den letzten Jahrzehnten nicht nur zu unserem besseren
Verstindnis der Mechanismen von CED beigetragen, sondern auch niitzliche therapeutische
Ansitze fiir diese Erkrankung aufgezeigt. Mausmodelle mit intestinaler Inflammation haben
eine Schliisselrolle der Treg in der Aufrechterhaltung des intestinalen Gleichgewichts
hervorgehoben. Dies wird im Modell einer T-Zell vermittelten Kolitis gezeigt, die durch den
Transfer von naiven CD4" T-Zellen in RAG” Miuse induziert wird.”>**
Die Krankheitsentwicklung kann durch den Transfer von CD4'CD25" Treg verhindert oder

die Krankheit geheilt werden. Dieser Ansatz stellt somit ein lenkbares Modell dar.
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Mit seiner Hilfe konnen Kontrollfaktoren der Akkumulation und Funktion der Kolitis

auslosenden T-Zellen und Treg in vivo aufgedeckt werden.™

1.7 Wirkmechanismus regulatorischer T-Zellen

1Treg erhalten permanent die Homdostase an der mukosalen Barriere im Kolon aufrecht. Thre
Bedeutung fiir die Entwicklung einer akuten und chronischen intestinalen Inflammation ist

akzeptiert, der Wirkmechanismus jedoch unklar.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Effekte der Foxp3™ Treg Depletion auf die Entwicklung einer
intestinalen Inflammation in genetisch verdnderten Méusen zu zeigen. Die vorlibergehende
Depletion von Foxp3" Treg resultiert in einer generellen Aktivierung von Effektor-T-Zellen
ohne Differenzierung in eine spezifische T-Helferzellsubpopulation. Weiter bildet die Foxp3"
Treg Depletion die Basis fiir die Entwicklung einer schweren akuten DSS-Kolitis und einer

chronischen T-Zell vermittelten intestinalen Inflammation.
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2. Material und Methoden

2.1 Miuse

Fiir die Versuche wurden spezifische pathogen-freie Foxp3-GFP-DTR (C57BL/6) Miuse von
A. Rudensky (Washington University/ Sloan-Kettering Institute) zur Verfligung gestellt.
Foxp3-GFP Maiuse konnten freundlicherweise von M. Oukka (Washington University)
bezogen werden. Ragl”™ Miuse stammten von Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME).
Sowohl Foxp3-GFP-DTR als auch Foxp3-GFP Maduse zeigen eine normale T- und B-Zell-
Entwicklung. Ragl”™ Miuse haben dagegen kleine lymphatische Organe, die keine reifen
B- und T-Lymphozyten besitzen.

Ragl™ Miuse, Foxp3-GFP-DTR und Foxp3-GFP Miuse wurden in den Tierstillen an der
Universitdt Regensburg untergebracht. Die Mause hatten zu Versuchsbeginn ein mittleres
Gewicht von 20 g und ein mittleres Alter von sechs bis acht Wochen. Beim Umgang mit den
Tieren wurden die Richtlinien der Universitit Regensburg zur Pflege und zum Umgang mit
Labortieren eingehalten. Alle Tierversuche wurden von der Regierung des Bezirkes Oberpfalz

genehmigt.

2.2 Induktion der Kolitis und Verlust von Foxp3" Treg

Dextransulfat ist ein Natriumsalz, das bei Veresterung von Dextran mit Chlorschwefelsidure
entsteht. Fiir eine 5% Losung wurden 50 g des geruchlosen, weilen Pulvers in einem Liter
Leitungswasser gelost. Durch fiinftdgige Gabe von 5% DSS im Trinkwasser wurde die

akute DSS-Kolitis vermutlich durch eine erhohte Permeabilitit der Epithelbarriere der
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Kolonschleimhaut induziert.*®

An Tag 6 und 7 wurden die Tiere mit unbehandeltem
Leitungswasser versorgt und sie begannen Pathologien wie Gewichtsverlust und
hdmorrhagische Diarrhoe zu entwickeln. Durch DSS-Gabe kam es zu klinischen und
histologischen Auffilligkeiten, die mit denen von Colitis ulcerosa Patienten vergleichbar sind.
Die Transferkolitis wurde durch intravenése Gabe von CD4 CD62LCD25 Zellen (2,5x10°
Zellen/Maus) in T- und B-Zell-defiziente Ragl” Mause erreicht.’’’ Diese Zellen wurden aus
Foxp3-GFP-DTR oder Foxp3-GFP Miusen gewonnen, wobei zundchst der gesamte CD4"
Zellpool transfundiert wurde und anschlieBend eine Foxp3" Treg Depletion mit DTx
durchgefiihrt wurde. Somit konnte bei intakter immunologischer Homoostase an der
intestinalen Mukosa zu Versuchsbeginn eine verspitete Foxp3™ Treg Depletion erreicht
werden. Als Kontrollgruppen gab es mit PBS-behandelte Ragl™ Miuse nach Transfer von
CD4" Zellen aus Foxp3-GFP-DTR Miusen bezichungsweise mit DTx behandelte Ragl™
Maiuse nach Rekonstitution aus einer Foxp3-GFP Maus.

Die spezifische Depletion von Foxp3” Treg wurde mit Hilfe einer intraperitonealen Injektion
von 10 pg DTx pro kg Korpergewicht in Foxp3-GFP-DTR Maiusen durchgefiihrt. Im Genom
dieser Méuse findet sich eine fiir den humanen DTx-Rezeptor kodierende Sequenz. Der DTx-
Rezeptor ist an GFP kodierende Sequenzen sowie an eine interne ribosomale Eintrittsstelle
gebunden. Diese Sequenz ist in die 3° untranslatierte Region von Foxp3 eingebaut, um

DTR

Foxp3 zu produzieren. Durch Bindung des DTx an den DTR wird die Kodierung von
Foxp3 gestort und es konnen keine Foxp3"™ Treg mehr gebildet werden. Die DTx-Gabe allein
ist nicht ursichlich fiir den Verlust der epithelialen Integritit. Erst auf Grund der Foxp3" Treg

Depletion entsteht ein Ungleichgewicht in der Immunabwehr, was zu fatalen

Autoimmunerkrankungen fiihrt.”!
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2.3 Zellisolierung und Zytokinmessung

CD4" Zellen aus mesenterialen Lymphknoten und der Milz wurden durch immunmagnetische
Separation (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) isoliert und fiir 48
Stunden unter Stimulation mit am Plattenboden gebundenem anti-CD3 Antikorper (10 pg/ml)
und dem loslichen anti-CD28 Antikorper (1 pg/ml) kultiviert (BD Biosciences, San Jose,

Kalifornien, USA). (Abb.1)

Magnetfeld

AL
AR A

markierte Zellen

unmarkierte Zellen

Abbildung 1: Schematische Darstellung der magnetischen Zellseparation
(modifiziert nach Luttmann W, Bratke K, Kiipper M, Myrtek D.
Der Experimentator, Immunologie. 2. Auflage. Spektrum Akademischer

Verlag. Heidelberg. ISBN: 9783827417305. 20006; S. 74.)
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Die magnetische Zellisolierung ist ein geeignetes Verfahren zur Trennung einer groflen
Anzahl an Zellen nach bestimmten zellspezifischen Oberflichenmolekiilen. Diese werden
durch Magnetbead-gekoppelte Antikorper markiert. Man unterscheidet zwischen der
magnetischen Markierung relevanter Zellen (Positiv-Selektion) und der Markierung
irrelevanter Zellen (Negativ-Selektion). Diese vorbehandelte Zellsuspension wird durch eine
ferromagnetische Matrix geschickt, die sich innerhalb eines Magnetfeldes befindet. Die
unmarkierten Zellen durchlaufen die Sdule und koénnen als Eluat aufgefangen werden,
wihrend die markierten Zellen im Magnetfeld zuriickgehalten werden. Nach Entfernung des
Magnetfeldes konnen auch die markierten Zellen eluiert werden, was einer Positiv-Selektion
entspricht.***

Durch die Verwendung des CD4" T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland) wurden CD4" T-Zellen der Maus durch Depletion der nicht-CD4" T-
Zellen isoliert, das heif3t zytotoxische T-Zellen, B-Zellen, natiirliche Killerzellen, dendritische
Zellen, Makrophagen, Granulozyten und Erythrozyten (Negativ-Selektion). Nicht-CD4" T-
Zellen wurden indirekt magnetisch durch einen Cocktail an Biotin-konjugierten
monoklonalen Antikérpern gegen CD8a (Ly-2), CD45R (B220), DX5, CDIl1b
(Mac-1) und Ter-119 als primdres Markierungsreagent gekennzeichnet. Als sekundires
Markierungsreagent wurde ein monoklonaler anti-biotin Antikérper konjugiert an Micro-
Beads verwendet. Zwischen diesen beiden Markierungsschritten war kein Waschvorgang
notig. Die magnetisch markierten nicht-CD4" T-Zellen wurden aussortiert, indem sie auf der
MACS-Sédule im Magnetfeld des MACS Separators festgehalten wurden, wéhrend nicht-
markierte CD4" T-Zellen die Siule durchlaufen konnten (nach Angaben des Herstellers

Miltenyi Biotec CD4" T Cell Isolation Kit, Bergisch Gladbach, Deutschland).
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Diese CD4" T-Zellen wurden auf einer Mikrotiterplatte im 96-Well-Format aufgetragen und
fiir 48 Stunden unter Stimulation mit am Plattenboden gebundenem anti-CD3 Antikdrper
(10 pg/ml) und 16slichem anti-CD28 Antikdrper (1 pg/ml) kultiviert (BD Biosciences, San
Jose, Kalifornien, USA). Um CD4'CD25" regulatorische T-Lymphozyten zu erhalten, wurde
die magnetische Zellisolierung mit dem CD25 MicroBead Kit von Miltenyi Biotec GmbH vor

dem Ausplattieren wiederholt.

Nach 48 Stunden Kultivierung wurden die Zellen geerntet und die produzierten
Zytokinkonzentrationen durch ELISA gemidfl den Anweisungen des Herstellers gemessen.
Es wurden ELISA kits von BD Biosciences (San Jose, Kalifornien, USA) und R&D Systems”
(Minneapolis, Minnesota, USA) verwendet.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ist ein hdufig angewandtes immunologisches
Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Reaktion basiert. Mittels colorimetrisch,
fluorimetrisch oder luminometrisch nachweisbarer Substrate kann die Enzymaktivitit
bestimmt werden. Aufgrund des vorteilhaften Zeit- und Kostenaufwandes kommen
colorimetrisch detektierbare Substrate am héufigsten zur Anwendung. Die vorhandene
Antigenkonzentration wird anhand des Substratumsatzes bestimmt. Dabei bedient man sich
der Eigenschaft spezifischer Antikorper, die am nachzuweisenden Antigen binden. Ein
Enzym markiert das Antigen oder den Antikorper und katalysiert die Reaktion, welche als
Nachweis fiir das Vorhandensein des Antigens dient. Das Reaktionsprodukt wird durch
Farbumschlag nachgewiesen und die Farbintensitit im Photometer gemessen. Da sie eine
Funktion der Antigenkonzentration ist, kénnen quantitative Aussagen getroffen werden.***®

In unserem Fall wurde ein sogenannter Sandwich-Assay verwendet, bei dem der

antigenspezifische Antikorper auf der Platte bindet und mit der Antigen-Probe inkubiert,
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nachdem unspezifische Bindungsstellen blockiert wurden. Dies ermdglicht durch einfaches
Waschen, freies Antigen von gebundenem Antigen zu trennen. Die gebildeten Antigen-
Antikorper-Komplexe konnen nach Zugabe eines weiteren Antikdrpers gegen das Antigen,
welches mit einem Enzym gekoppelt ist, photometrisch quantifiziert werden.
Die Konzentration des gesuchten Antigens kann anhand des gebildeten Farbprodukts im

Vergleich zur zugehorigen Standardkurve gemessen werden.*’ (Abb. 2)

waschen

ans e e

J] Sekundirantikdrper

<
Substrat Fayos
<

ahtd R e

Abbildung 2: Sandwich ELISA
(modifiziert nach Lottspeich F, Engels JW. Bioanalytik. 2.
Auflage. Spektrum Akademischer Verlag. Heidelberg. ISBN-13:
978-3827415202. 2006; S. 96.)
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2.4 Immunhistochemie und Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Immunhistochemie wird zur Detektion von Antigenen im Gewebe durch
Enzym-gekoppelte oder Fluoreszenz-markierte Antikdrper verwendet. Durch die Affinitét von
Antikdrpern zu einem bestimmten Epitop basierend auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion ist
der Nachweis von Antigenen mdglich. Damit konnen bereits geringe Antigenmengen
nachgewiesen werden. Als Primdrantikdrper bezeichnet man den Antikorper, der gegen das
gesuchte Epitop gerichtet ist. Dieser ist durch hohe Spezifitit und Affinitdt zum Epitop
gekennzeichnet und weist keine Kreuzreaktionen zu dhnlichen Gewebeeigenschaften auf. In
mehreren Schritten werden zwei weitere Antikorper hinzugefiigt. Die Beurteilung der

Immunhistochemie erfolgt auf morphologischer Basis.”

Wir fiihrten eine indirekte Immunhistochemie durch. Im ersten Schritt dieses
Nachweisverfahrens wird das zu untersuchende Gewebe mit einem spezifischen Antikorper
(Primérantikorper) inkubiert. Anschlieend erfolgt im zweiten Schritt die Auftragung eines
weiteren Antikorpers (Sekundérantikorper) der an den Primérantikorper bindet. Ein weiterer,
tertidrer Antikorper, wird hinzugefiigt, der nun gegen den Sekundirantikérper gerichtet ist
und eine Signalverstirkung bewirkt. Der Tertidrantikdrper ist in diesem Fall mit einem
Enzym gekoppelt und ermdglicht die Bildung eines sichtbaren Farbstoffes durch eine

Enzym-Substrat-Reaktion.

Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete Proben wurden entparaffiniert, rehydriert und
mit 3% Hydrogenperoxidase in PBS Puffer vorbehandelt. Die Schnitte wurden mit

anti-Ki-67 Antikorper (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) fiir eine Stunde
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bei Raumtemperatur inkubiert. Das Ki-67 Antigen ist ein Kernprotein, das in jeder aktiven
Phase des Zellzyklus exprimiert wird. Antikorper gegen das Ki-67 Antigen zeigen somit die
Zellen, die sich in der Wachstumsphase befinden. Nach der Inkubation mit Biotin-
konjugiertem sekundidrem Antikorper und Streptavidin-HRP wurden positive Signale mit dem

DAB Kit (BD Biosciences, San Jose, California, USA) sichtbar gemacht.

AuBerdem wurden in Paraffin eingebettete Kolon-Abschnitte am Mikrotom geschnitten und
anschliefend mit Himatoxylin und Eosin gefdarbt. Der natiirliche Farbstoff Hadmatoxylin féarbt
alle basophilen Strukturen (vor allem Zellkerne) blau, nachdem er zu Hédmalaun aufbereitet
wurde. Die Zytoplasmafirbung erfolgt in einer alkoholischen oder wéssrigen Losung von
Eosin, da dieser synthetische saure Farbstoff alle acidophilen (eosinophilien) Strukturen rot
farbt. Durch eine aufsteigende Alkoholreihe von 70 - 99% Ethanol wird dem histologischen
Schnitt Wasser entzogen. Nach dem Kliren mit Roti-Histol® (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) koénnen die Gewebeschnitte mit Enthelan eingedeckt werden.
Die lichtmikroskopische Beurteilung der Préparate erfolgte an Geréten der Firma Zeiss (Carl

Zeiss AG, Gottingen, Deutschland).

Fir die Zdhlung von Entziindungsindices in behandelten Tieren und Maiusen der
Kontrollgruppe wurden die H&E-Schnitte von Untersuchern, welche das Protokoll des
Experimentes nicht kannten, nach bereits publizierten Auswertungssystemen fiir Kolitis

ausgezihlt.
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2.5 Durchflusszytometrie/ Fluorescence-activated cell sorter

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, bei welchem physikalische und molekulare
Eigenschaften von Partikeln, die mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden, in einem
Fliissigkeitsstrom einzeln gezdhlt und analysiert werden konnen.

Die Untersuchung basiert auf der Emission optischer Signale der Zelle bei Passage des
Laserstrahls. Fiir die Messung werden die Zellen durch eine Kapillare angesaugt und gelangen
einzeln in die Durchflusszelle, wodurch jeweils Streu- und Fluoreszenzlicht erzeugt wird.
Die Menge des Streulichts korreliert mit der GréBe und Granularitdt der Zellen und wird
durch Photodetektoren gemessen. Granulozyten haben mit ihrer rauen Oberfliche und den
vielen Vesikeln im Inneren eine deutlich hohere Lichtstreuung als T-Lymphozyten, da diese
sehr glatt sind. Das Vorwartsstreulicht (FSC) ist vor allem von der Gréf3e der Zelle abhingig,
das heif}t je groBBer die Zelle, desto groBBer das Vorwirtsstreulicht. Neben der Gréf3e ist beim
Seitwirtsstreulicht (SSC) auch die Granularitit der Zelle wichtig. Eine Zelle mit hoher
Granularitit erzeugt ein grofes Seitwirtsstreulicht. Das Punktdiagramm (dot plot) zeigt die
Zellen nach Grofe und Granularitit aufgetrennt und ermdglicht eine Quantifizierung.
In dieser zweidimensionalen Darstellung charakterisiert jeder Punkt im Diagramm eine Zelle.
Bei der Analyse einer Zellpopulation wird das eindimensionale Histogramm verwendet,
bei dem ein Messwert gegen die Haufigkeit der Zellen aufgetragen wird. Entsprechend der
gemessenen Werte der Photodetektoren erhilt jede Zelle entweder eine positive, negative oder
keine Ladung. Dadurch kann sie mit Hilfe der nachgeschalteten Ablenkplatten abgelenkt und
ins entsprechende Sammelrohrchen sortiert werden.

Dies ermoglicht eine Trennung von markierten, geladenen und nicht-markierten, ungeladenen

Zellen. Zellen konnen somit iiber ihre spezifischen Oberflichenantigene nicht nur
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identifiziert, sondern auch mit Hilfe der Durchflusszytometrie sortiert werden. Da die
eingesetzten Farbstoffe jeweils iiber ein charakteristisches Emissionsspektrum verfiigen, ist
eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen Farbstoffen moglich, obwohl die

Anregung bei gleicher Wellenlinge erfolgt.”' ™ (Abb. 3)

Vibrator I I

-
-

Messeinheit 'y
Laser . Detektor
_/ "
= Ladungs-
D -_._- D elektrode
Sammeleinheit e
+ +
+4F

SammelgefiBe

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Fluorescence-activated cell sorters
(modifiziert nach Vollmar A, Dingermann T. Immunologie,
Grundlagen und Wirkstoffe. WVG Stuttgart. ISBN 3-8047-2189-
3.2005; S. 428.)
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In unserem Versuch wurden Zellen aus den mesenterialen Lymphknoten und der Milz isoliert
und anschlieend eine Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Fiir die Farbung wurden die Zellen
mit monoklonalen Antikérpern fiir Maus anti-CD3- und anti-CD4-Antikorper (eBiosciences
Inc., San Diego, Kalifornien, USA) dem Protokoll entsprechend behandelt. Foxp3 wurde mit
Hilfe des genetisch festgelegten griin fluoreszierenden Proteins (GFP) nachgewiesen.
Nichtspezifisches Binden von Antikoérpern wurde durch eine vorhergehende Inkubation
mit Fcy-Block verhindert. Die Zellen wurden mit BD  Cytofix/Cytoperm

(BD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA) vorbehandelt.

2.6 Statistische Analysen

Vor Durchfithrung der statistischen Auswertung wurde ein Test auf Normalverteilung mit
dem Kolmogorov-Smirnow-Lilliefors-Test durchgefiihrt. Ein Wert von p < 0.05 wurde als
normalverteilt betrachtet. Die normalverteilten Werte wurden mit dem zweiseitigen
ungepaarten T-Test bewertet. Ein Wert von p < 0.05 wurde als statistisch signifikant
betrachtet. Fiir Werte, die keine Normalverteilung zeigten verwendeten wir den
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test zur statistischen Auswertung.

Zum Vergleich von Uberlebensraten wurde der Logrank-Test verwendet. Signifikante Werte
wurden mit einem Asterisk (*) beschriftet. Die Auswertung der Statistik erfolgte mit der
SPSS Statistik Software (SPSS GmbH Software, Miinchen, Deutschland). Graph Pad Prism
wurde zur Bestimmung der Standardabweichung zwischen den experimentellen Datensétzen,
die die gleiche Anzahl an Kopien beinhalten verwendet. Bei unterschiedlicher Anzahl an

Kopien wurde die Standardabweichung vom Mittelwert benutzt.
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3. Ergebnisse

Fiir die in dieser Arbeit priasentierten Experimente verwendeten wir Foxp3-GFP-DTR Méuse
auf einem C57BL/6 Hintergrund.””*' Das Genom dieser Méuse trigt eine cDNA-Sequenz,
welche flir den humanen Diphterietoxin-Rezeptor kodiert. Dieser ist sowohl an Sequenzen
gebunden, die das griine Fluoreszenzprotein kodieren, als auch an eine interne ribosomale
Eintrittsstelle. Diese Sequenz ist in die 3" untranslatierte Region von Foxp3 eingebaut, um

DTR

Foxp3”'® zu produzieren. In diesen Miusen kann GFP und DTR nur in Foxp3" Treg, nicht in
Foxp3~ Effektor-T-Zellen nachgewiesen werden. Um Foxp3" Treg spezifisch zu eliminieren,
muss das DTx intraperitoneal in diese Miuse appliziert werden. Wie oben gezeigt und wie
auch in Vorbereitungen fiir diese Experimente bestdtigt, induziert eine einfache
DTx-Injektion eine voriibergehende Depletion von Foxp3™ Treg fiir ungefihr 48 Stunden mit

einer beinahe 50 prozentigen Wiederherstellung innerhalb von 72 Stunden nach DTx-Gabe

(Abb. 4).

Oh 24 h 72 h

1% > 8%

Foxp3

v

Abbildung 4: Prozentualer Anteil der Foxp3" Treg nach 0, 24 und 72 Stunden nach Foxp3" Treg Depletion.
Durchflusszytometrie von CD4" Foxp3-GFP" Zellen nach einmaliger DTx-Gabe.
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Um die genaue Dosis an DTx zu bestimmen, die die Foxp3® Treg Depletion
induziert, behandelten wir Foxp3-GFP-DTR Mause mit 50, 10, 5 oder 1 pg DTx pro kg
Korpergewicht und  bestimmten die Foxp3™ Treg Depletion nach 24 Stunden.
Eine verminderte Expression von Foxp3" Treg um mehr als 90% konnte bei einer Gabe
von 10 oder 50 ug DTx pro kg Korpergewicht beobachtet werden. Daher entschieden wir uns,

10 ng DTx pro kg Korpergewicht in unseren Experimenten zu verwenden.

3.1 Gewichtskurve und Uberleben unter Foxp3" Treg Depletion in Foxp3-GFP-

DTR Mausen

Um die Konsequenzen einer laufenden Foxp3™ Treg Depletion in adulten Miusen zu
bestimmen, verabreichten wir drei Monate alten Méusen jeden zweiten Tag 10 ng DTx pro kg
Korpergewicht. Die Foxp3" Treg Depletion induzierte eine schwere Pathologie mit Kachexie,
Splenomegalie und Lymphadenopathie. Das Korpergewicht der Méuse, die jeden zweiten Tag
DTx erhalten haben, begann wenige Tage nach begonnener Foxp3™ Treg Depletion zu sinken.

Die Gewichtsabnahme bestand iiber den gesamten Beobachtungszeitraum (Abb. 5).
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Abbildung 5: Gewichtskurve von Foxp3-GFP-DTR Maiusen
110+ mit DTx-/ PBS-Behandlung. Das
Korpergewicht ist als prozentualer Wert des

Ausgangsgewichts dargestellt. Das DTx wurde
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Zudem fiihrte eine weitere DTx-Gabe zu einer permanenten Depletion von Foxp3™ Treg und

zum Tod der Tiere zwischen Tag 18 und 28 nach Beginn der DTx-Behandlung (Abb. 6).
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Experimente. Der Logrank-Test zeigte eine



3. Ergebnisse 23

Die permanente Gabe von DTx in Foxp3-GFP Maiuse, die den DTR nicht in ihrem Genom
tragen und somit unanfillig fiir Foxp3™ Treg Depletion durch DTx sind, zeigten keinen
Gewichtsverlust und keinen vorzeitigen Tod im Vergleich zu Foxp3-GFP-DTR Maiusen mit
DTx-Behandlung. So kann man schlussfolgern, dass die DTx-Gabe in geringer Dosis bei

immunkompetenten Méusen keine Pathologie verursacht.

3.2 Entziindungsaktivitiit in Lunge und Leber nach Foxp3" Treg Depletion

Um den Effekt der Foxp3"™ Treg Depletion auf andere Organe zu zeigen, untersuchten wir
histologische Schnitte von Lunge, Leber und Kolon nach kontinuierlicher zehntigiger
Foxp3" Treg Depletion. Hierbei zeigten sich starke Infiltrationen von Lymphozyten und
mononukledren Zellen im Lungeninterstitium und in den Lebersinusoiden in den mit DTx
behandelten Méiusen zur Foxp3™ Treg Depletion im Vergleich zu den Kontrolltieren.
Die Foxp3® Treg Depletion induzierte dagegen keine beziehungsweise nur eine minimale

lymphatische und mononukleare Infiltration im Kolon (Abb. 7).
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Abbildung 7: H&E-Firbung reprisentativer Lungen-, Leber- und Kolonabschnitte nach zehntigiger Foxp3" Treg
Depletion von Foxp3-GFP-DTR Méusen mit DTx-/ PBS-Behandlung.

Die Ergebnisse aus der Analyse dieser histologischen Schnitte fiihrten zu der Annahme, dass
der zelluldre Proliferationsindex in den Organen von Miusen ohne Foxp3" Treg erhoht ist.
Dies wurde durch eine immunhistologische Farbung mit dem Proliferationsmarker Ki-67
bestitigt. Wie in Abbildung 8 gezeigt, fanden wir eine stark erhohte Proliferation von
Entzlindungszellen und auch Parenchymzellen in der Lunge und Leber von Mausen nach
Foxp3" Treg Depletion. Ahnlich zu den Ergebnissen, die in Abbildung 7 prisentiert wurden,
blieb der Proliferationsindex im Kolon unverdndert unabhidngig von der Anwesenheit oder

Abwesenheit von Foxp3” Treg (Abb. 8).
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Abbildung 8: Ki-67-Firbung reprisentativer Lungen-, Leber- und Kolonabschnitte nach zehntigiger Foxp3”
Treg Depletion von Foxp3-GFP-DTR Maiusen mit DTx-/ PBS-Behandlung.

3.3 Aktivierung von CD4" T-Zellen und deren Zytokinproduktion nach Foxp3"

Treg Depletion

Um die immunologischen Folgen der permanenten Depletion von Foxp3" Treg genauer zu
untersuchen, isolierten wir CD4" T-Lymphozyten aus mesenterialen Lymphknoten und der
Milz nach einer zehntiigigen Foxp3™ Treg Depletion. Diese Zellen wurden restimuliert und
aus dem Uberstand die T-Helferzell-vermittelten Zytokine bestimmt. Die CD4" T-Zellen aus
mesenterialen Lymphknoten der kontrollbehandelten Foxp3-GFP-DTR Maéuse und
DTx-behandelten Foxp3-GFP Maéuse zeigten kaum eine Produktion proinflammatorischer

Zytokine {iber eine polyklonale T-Zell-Rezeptor Stimulation und Kostimulation.
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Im Gegensatz dazu produzierten CD4" T-Zellen aus mesenterialen Lymphknoten von Miusen

ohne Foxp3" Treg groBe Mengen an IFN-y, IL-13 und IL-17A (Abb. 9).

Foxp3-GFP-DTR + DTx Foxp3-GFP-DTR + DTx Foxp3-GFP-DTR + DTx
* . *
Foxp3-GFP-DTR + PBS « Foxp3-GFP-DTR + PBS * Foxp3-GFP-DTR + PBS *
Foxp3-GFP + DTx Foxp3-GFP + DTx Foxp3-GFP + DTx
0 100 200 300 400 0 10000 20000 30000 40000 0 2000 4000 6000
IFN-y (ng/ml) IL-13 (pg/ml) IL-17A (pg/ml)

Abbildung 9: IFN-y, IL-13 und IL-17A Produktion nach zehntigiger Foxp3™ Treg Depletion. CD4" Zellen
wurden aus den mesenterialen Lymphknoten extrahiert und fiir 48h stimuliert.
Die Zytokinkonzentrationen wurden aus dem Uberstand der Kultur durch ELISA bestimmt.
Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung vom Mittelwert der Konzentration der
jeweils sezernierten Zytokine von mindestens fiinf Maiusen pro Gruppe jeweils zweimal
durchgefiihrt. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen ungepaarten T-Test mit

einem Konfidenzintervall von 95% ausgewertet. *, p <0.05.

Um eine mégliche systemische Aktivierung von CD4" T-Zellen zu zeigen, isolierten wir diese
Zellen aus Milzen von kontrollbehandelten Foxp3-GFP-DTR Maiusen, DTx-behandelten
Foxp3-GFP Miusen und DTx-behandelten Foxp3-GFP-DTR Méusen. Hierbei konnten, wie
bereits fiir Zellen aus den mesenterialen Lymphknoten gezeigt, dhnliche Ergebnisse auch mit

CD4" Zellen aus der Milz erzielt werden (Abb. 10).
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Abbildung 10: IFN-y, IL-13 und IL-17A Produktion nach zehntigiger Foxp3™ Treg Depletion. CD4" Zellen
wurden aus den Milzen extrahiert und fiir 48h stimuliert. Die Zytokinkonzentrationen wurden
aus dem Uberstand der Kultur durch ELISA bestimmt. Die Fehlerbalken reprisentieren die
Standardabweichung vom Mittelwert der Konzentration der jeweils sezernierten Zytokine von
mindestens fiinf Mausen pro Gruppe jeweils zweimal durchgefiihrt. Die statistische Signifikanz
wurde mit dem zweiseitigen ungepaarten T-Test mit einem Konfidenzintervall von 95%

ausgewertet. *, p <0.05.

Dies macht deutlich, dass die Depletion von Treg zu einer systemischen Aktivierung von

CD4" T-Zellen fiihrt und ein breites Spektrum an proinflammatorischen Zytokinen bietet.

3.4 Chronische T-Zell-vermittelte Darmentziindung nach Foxp3™ Treg Depletion

Eine chronische T-Zell-vermittelte Darmentziindung kann durch den Transfer von naiven
CD4"CD62L Foxp3™ T-Zellen in T- und B-Zell-defiziente Ragl”™ Miuse induziert
werden.’” Der Transfer dieser naiven T-Zellen in immundefiziente Mause resultiert in einer
chronischen Kolitis mit auszehrender Krankheit, die auf der Bildung von Th17 Zellen im
Zuge der Erkrankung basiert. Der Transfer des gesamten CD4 " Zellpools dagegen, der Foxp3"

Treg enthilt, oder die Gabe von Foxp3® Treg nach dem Transfer von naiven
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CD4'CD62L'Foxp3™ T-Zellen schiitzt vor der Entwicklung einer chronischen
Darmentziindung, solange das immunologische Gleichgewicht an der intestinalen
Schleimhautoberfliche intakt bleibt. Um den Effekt einer Foxp3" Treg Depletion bei intakter
immunologischer Homdostase an der Mukosabarriere im Darm genauer zu untersuchen,
rekonstituierten wir Ragl'/ " Miuse mit dem gesamten CD4" Zellpool, den wir aus
Foxp3-GFP-DTR Maiusen erhalten haben und verabreichten diesen rekonstituierten Tieren
DTx (oder PBS als Kontrolle) jeden zweiten Tag zwischen den Tagen 14 und 18. Dadurch
konnten wir einerseits eine intakte immunologische Homdoostase an der mukosalen Barriere
im Darm auf Grund der Rekonstitution mit dem gesamten CD4" Zellpool und andererseits
eine verspitete Foxp3"™ Treg Depletion erreichen. Wir fanden, dass die DTx-Gabe zwischen
dem 14. und 18. Tag, was ursichlich fiir die Foxp3" Treg Depletion ist, zu einem sofortigen
Gewichtsverlust der Méuse fithrte und somit den Beginn der Kolitis anzeigte. Kontrolltiere
und mit DTx behandelte Ragl” Mause nach dem Transfer von CD4" T-Zellen aus Foxp3-
GFP Maiusen nahmen bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes stetig an Gewicht zu (Abb.
11).

120+
Abbildung 11: Gewichtskurve von Ragl™ Méusen mit DTx-/

110 PBS-Behandlung. Das Korpergewicht ist als

prozentualer Wert des Ausgangsgewichts von
100 DTx- und PBS-behandelten Ragl”™ Miusen
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Standardabweichung vom Mittelwert.



3. Ergebnisse 29

GemiB dem Gewichtsverlust, der der Depletion von Foxp3" Treg folgte, beobachteten wir
eine Todesrate von 40% unter den Méusen, die eine chronische Transferkolitis als Folge der
Foxp3™ Treg Depletion entwickelten. Alle Miuse mit intakten Foxp3® Treg dagegen

iiberlebten (Abb. 12).

Abbildung 12: Uberlebenskurve von Ragl” Miusen mit DTx-/

Foxp3-GFP-DTR + DTx PBS-Behandlung.. Das Uberleben ist als

prozentualer Wert des Gesamtiiberlebens von
/- .

Foxp3-GFP-DTR + PBS DTx- und PBS-behandelten Ragl™™ Maéusen

nach Transfer des gesamten CD4" Zellpools

aus Foxp3-GFP-DTR Maiusen oder

Foxp3-GFP Maiusen dargestellt. Das DTx

Foxp3-GFP + DTx

0 20 40 60 80 100 wurde jeden zweiten Tag zwischen dem 14.

Uberleben Tag 49 (%) und 18. Tag verabreicht. Jede Gruppe bestand

urspriinglich aus zehn Méusen.

Die histologische Evaluierung zeigte eine intestinale Inflammation mit lymphozytiren und
mononuklearen Zellinfiltraten im Kolon von CD4" T-Zell (aus Foxp3-GFP-DTR Méusen)-
rekonstituierten Ragl”™ Miusen nach DTx-Gabe. Kontrolltiere und Ragl™ Miuse nach
Transfer von CD4" T-Zellen, die aus Foxp3-GFP Miusen isoliert wurden, und DTx-Gabe

zeigten dagegen keine intestinale Inflammation (Abb. 13).
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Abbildung 13: H&E-Farbung und Histologie Score reprisentativer Kolonquerschnitte an Tag 49 nach Transfer
des CD4" Zellpools aus Foxp3-GFP-DTR Miusen oder Foxp3-GFP Mausen. Das DTx wurde
jeden zweiten Tag zwischen dem 14. und 18. Tag verabreicht. Die horizontalen Linien des
scatter plot sind Mittelwerte, die aus fiinf Médusen pro Gruppe gebildet wurden. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung vom Mittelwert. Jeder Punkt repréisentiert den Histologie
Score der korrespondierenden Maus. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen

ungepaarten T-Test mit einem Konfidenzintervall von 95% ausgewertet. *, p <0.05.

Weiter untersuchten wir die Expression von T-Zell vermittelten Zytokinen an Tag 49 nach
T-Zell Transfer. Wir fanden einen starken Anstieg der IL-17A und IFN-y Expression von
CD4" Zellen, isoliert aus mesenterialen Lymphknoten von Miusen, welche DTx zur Foxp3™
Treg Depletion erhalten haben im Vergleich zu Miusen ohne Foxp3™ Treg Depletion

(Abb. 14).
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Abbildung 14: IFN- y und IL-17A Produktion von Ragl” Miusen mit PBS-/ DTx-Behandlung nach Transfer
des gesamten CD4" Zellpools aus Foxp3-GFP-DTR Miusen oder Foxp3-GFP Miusen.
Das DTx wurde jeden zweiten Tag zwischen dem 14. und 18. Tag verabreicht. CD4" Zellen
wurden aus den mesenterialen Lymphknoten extrahiert und fiir 48 Stunden stimuliert.
Die Zytokinkonzentrationen wurden aus dem Uberstand der Kultur durch ELISA bestimmit.
Die Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichung vom Mittelwert der Konzentration der
jeweils sezernierten Zytokine von mindestens fiinf Méausen pro Gruppe jeweils zweimal
durchgefiihrt. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen ungepaarten T-Test mit

einem Konfidenzintervall von 95% ausgewertet. *, p <0.05.

3.5 Verschlechterung der akuten Darmentziindung nach Foxp3"™ Treg Depletion

Der supprimierende Effekt der Foxp3™ Treg wirkt am stirksten auf T-Helferzellen.
Daher haben wir aufbauend auf der Untersuchung am Kolitis Modell, welches vollkommen
T-Zell-abhingig ist, die Experimente auf eine akute intestinale Inflammation durch DSS
erweitert. Ursdchlich dafiir ist hauptsdchlich eine Zerstorung der Integritit an der
Mukosabarriere. Diese Form der akuten Kolitis kann durch eine orale Gabe von
Natriumdextransulfat im Trinkwasser (DSS-Kolitis) induziert werden. Um eine schwere,
akute Kolitis zu verursachen, verabreichten wir 5% DSS im Trinkwasser fir finf
aufeinanderfolgende Tage gefolgt von zwei Tagen mit normalem Trinkwasser. Das Ende des

Versuchs war an Tag 7 nach Beginn der DSS-Gabe. Die Foxp3" Treg Depletion in dieser
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Versuchsreihe wurde einen Tag vor der DSS-Gabe begonnen und wurde jeden zweiten Tag

bis zum Ende der Beobachtungsperiode wiederholt. Wir konnten zeigen, dass 5% DSS im

Trinkwasser zu einer etwa 20 prozentigen Gewichtsabnahme an Tag 7 nach Beginn der

DSS-Gabe bei den kontroll-behandelten Foxp3-GFP-DTR Maéusen und bei den DTx-

behandelten Foxp3-GFP Miusen fiihrte. Bei der Foxp3” Treg Depletion der DTx-behandelten

Foxp3-GFP-DTR Méuse kam es dagegen zu einem signifikant hoheren Gewichtsverlust im

Vergleich zu den Miusen mit intakten Foxp3® Treg. Dieser signifikante Unterschied war

bereits an Tag 4 nach DSS-Gabe ersichtlich und an Tag 7 sogar noch ausgepragter (Abb. 15).
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Abbildung 15: Gewichtskurve von Ragl” Miusen mit DTx-/

PBS-Behandlung. Das Korpergewicht ist als
prozentualer Wert des Ausgangsgewichts von
DTx- und PBS- behandelten Foxp3-GFP-DTR
Maiusen und DTx-behandelten Foxp3-GFP
Miusen dargestellt. Das DTx wurde an
den Tagen -1, 1 und 3 verabreicht.
Jede Gruppe bestand urspriinglich aus flinf
Maiusen. Die Fehlerbalken repréisentieren die

Standardabweichung vom Mittelwert.

AuBerdem war der starke Gewichtsabfall bei den mit DTx behandelten Foxp3-GFP-DTR

Maiusen von einer 80 prozentigen Mortalitdit im Verlauf der kurzen Erkrankungsperiode

begleitet, wohingegen die kontroll-behandelten Foxp3-GFP-DTR Maéuse und die mit
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DTx behandelten Foxp3-GFP Maéuse nur eine Mortalitit von 0% beziehungsweise 20%

aufwiesen (Abb. 16).

Foxp3-GFP-DTR + DTx

Foxp3-GFP-DTR + PBS

Foxp3-GFP + DTx

0 20 40 60 8I0 1(.)0
Uberleben Tag 7 (%)

Abbildung 16: Uberlebenskurve von Ragl” Miusen mit

DTx-/ PBS-Behandlung. Das Uberleben
ist als  prozentualer = Wert des
Gesamtiiberlebens von DTx- und PBS-
behandelten Foxp3-GFP-DTR Maiusen
und  DTx-behandelten  Foxp3-GFP
Mausen dargestellt. Das DTx wurde an
den Tagen -1, 1 und 3 verabreicht. Jede
Gruppe bestand urspriinglich aus fiinf

Miusen.

Diese Ergebnisse wurden durch die histologische Evaluierung von H&E-gefirbten

Querschnitten des Kolons bestitigt. Wir fanden eine starke Kolitis mit entziindlicher

Zellinfiltration bei den mit DTx behandelten Foxp3-GFP-DTR Méusen (Abb. 17).
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H&E-Farbung und Histologie Score reprisentativer Kolonquerschnitte von DTx- und PBS-
behandelten Foxp3-GFP-DTR Miéusen und DTx-behandelten Foxp3-GFP Maiusen. Das DTx
wurde an den Tagen -1, 1 und 3 verabreicht. Die horizontalen Linien des scatter plot sind
Mittelwerte, die aus fiinf Mausen pro Gruppe gebildet wurden. Die Fehlerbalken repriasentieren
die Standardabweichung vom Mittelwert. Jeder Punkt repriasentiert den Histologie Score der
korrespondierenden Maus. Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen ungepaarten

T-Test mit einem Konfidenzintervall von 95% ausgewertet. *, p <0.05.

Dariiberhinaus wurden isolierte CD4" T-Zellen aus mesenterialen Lymphknoten an Tag 7 der

akuten Kolitis restimuliert und IFN-y und IL-17A durch ELISA im Uberstand bestimmt.

In Bezug auf IFN-y und IL17-A konnte ein starker Anstieg der Zytokinproduktion aus CD4"

Zellen, isoliert aus mit DTx behandelten Foxp3-GFP-DTR Maiusen, gemessen werden.

Die IFN-y und IL-17A Konzentrationen bei kontroll-behandelten Foxp3-GFP-DTR Méusen
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und DTx-behandelten Foxp3-GFP Miusen, beide Gruppen mit intakten Foxp3"™ Treg, waren

auf einem niedrigen Niveau (Abb. 18).
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Abbildung 18: IFN-y und IL-17A Produktion von DTx- und PBS-behandelten Foxp3-GFP-DTR Maéusen und
DTx-behandelten Foxp3-GFP Mausen. Das DTx wurde an den Tagen -1, 1 und 3 verabreicht.
CD4" Zellen wurden aus den mesenterialen Lymphknoten extrahiert und fiir 48 Stunden
stimuliert. Die Zytokinkonzentrationen wurden aus dem Uberstand der Kultur durch ELISA
bestimmt. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung vom Mittelwert der jeweils
sezernierten Zytokine von mindestens fiinf Méusen pro Gruppe jeweils zweimal durchgefiihrt.
Die statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen ungepaarten T-Test Konfidenzintervall

von 95% ausgewertet.*, p <0.05.
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4. Diskussion

Die Schleimhidute, wie beispielsweise im Intestinaltrakt, stehen mit einer Vielzahl von
Organismen in Kontakt. Einerseits kommen potentiell pathogene Keime vor und andererseits
physiologisch die Darmflora besiedelnde Mikroorganismen. Daher bendtigt man ein
Gleichgewicht zwischen Selbsttoleranz und Erregerabwehr, was eine groB3e regulatorische
Herausforderung darstellt. Das intestinale Gleichgewicht entsteht aus einer hoch dynamischen
Balance zwischen protektiver Immunitit und regulatorischen Mechanismen.>®

Die Integritdt der intestinalen Schleimhaut wird durch zahlreiche Faktoren aufrechterhalten.
Dazu gehoren die epithelialen Zellschichten, schleimproduzierende Becherzellen und
Paneth-Zellen, die antimikrobiell wirkende Peptide bilden, ebenso wie IgA-freisetzende
Plasmazellen und GALT, wie die Payer Plaques. Wird dieses Gleichgewicht gestort, kommt
es zur Inflammation aufgrund unzureichender Kontrolle der Immunantwort. Das

Immunsystem greift dann auch kérpereigene Zellen an.”®’

4.1 Molekulare Manipulation im Foxp3-Gen

Eine Schliisselrolle in der Aufrechterhaltung der intestinalen Homdostase spielen die
CD4'CD25"Foxp3* Treg, indem sie proinflammatorische Reaktionen unterdriicken.>’

Patienten mit Mutationen, die das Foxp3-Gen betreffen, entwickeln eine Immundysregulation,
Polyendokrinopathie und Enteropathie. Diese Mutationen werden x-chromosomal vererbt.
IPEX ist eine schwere Autoimmunkrankheit, die in jungen Jahren beginnt und unter anderen
Organen auch die Haut und endokrine Driisen betrifft. Falls es nicht zu einer

schwerwiegenden Manifestation des [IPEX Syndroms bereits in der Kindheit kommt, fallen
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diese Patienten mit einem insulinpflichtigen Diabetes mellitus, einer Wachstumsretardierung,
Hauterkrankungen oder einer Hypothyreose mit kiirzlich durchgemachter Infektion wie
Meningitis, Pneumonie oder Sepsis auf.’®®'

Das jedoch am héufigsten betroffene Organ ist der Darm. Die Klinik des IPEX kann der des
Morbus Crohn, der Colitis ulcerosa oder der Zoliakie dhneln. Dies zeigt die Wichtigkeit der
Treg in der Aufrechterhaltung der intestinalen Toleranz .*°

In der Maus triggert der Mangel an Foxp3-Gen eine schnelle, schwere, multiple Organe

betreffende Autoimmunerkrankung.*®?'

Die Zeitdauer einer spezifischen Organentziindung in
der Maus scheint im Vergleich zur humanen Erkrankung anders zu sein. Wahrscheinlich
wegen der schnellen Entwicklung einer Lungenerkrankung kommt es bei diesen Méusen zu
keiner Darmentziindung, da sie vor einer moglichen Kolitis an einer schweren
respiratorischen Insuffizienz versterben.

Um den tatsiichlichen Einfluss einer Foxp3™ Treg Depletion fiir die Entwicklung einer
intestinalen Inflammation zu bestimmen, nutzten wir die Moglichkeit Foxp3™ Treg in einem
genetisch verdnderten Mausmodell spezifisch auszuloschen. Die Foxp3-GFP-DTR Maus
selbst ist immunkompetent und zeigt an sich keinen inflammatorischen Phéanotyp. Durch die
Gabe von DTx konnte bei diesen Méusen eine spezifische Depletion der regulatorischen
T-Lymphozyten erreicht werden, da in threm Genom eine fiir den humanen DTR kodierende
Sequenz unter der Kontrolle des Foxp3 Promotors ist. Mit diesem Werkzeug konnten wir
Foxp3" Treg aus einer Maus mit anfangs intakter intestinaler Homdostase und anfinglicher
Barrierefunktion  eliminieren. Wie erwartet konnten wir zeigen, dass die
Foxp3" Treg Depletion bei Miusen mit intakter mukosaler Homdostase zum Ausbruch und

zur  Verschlechterung von  Autoimmunerkrankungen, wie die Kolitis fiihrte.

Die DTx-Injektion alleine verursacht keinen Verlust der epithelialen Integritit im
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Foxp3-GFP-DTR Modell. Stattdessen ist die Foxp3-Expression Treg spezifisch und die
Foxp3" Treg Depletion fiihrt zu starken Autoimmunreaktionen. Die Autoimmunitit kann
durch einen Transfer von intakten regulatorischen T-Lymphozyten in Treg-defiziente Mause

. . 20,21
wieder erreicht werden. 2%

4.2 Persistierende Inflammation trotz erhohter Anzahl Foxp3™ Treg

Tatsachlich ist die Entziindung hdufig mit einer erhéhten Anzahl an Treg verbunden.
Wihrend die Zahl an Foxp3" Treg im peripheren Blut beispielsweise von Patienten mit CED
vermindert scheint, ist die absolute Anzahl an Treg in der Mukosa der Patienten mit CED
oder Zoliakie offenbar erhoht. Wahrscheinlich stellt dies die Gegenregulation der
stattfindenden Entziindung dar. Die Anzahl der regulatorischen T-Lymphozyten korreliert mit
der Entziindungsaktivitit im Kolon und dem C-reaktiven Protein im Serum. ®*°®

Es bleibt jedoch offen, warum die Entziindung bei Patienten mit aktiver CED trotz erhohter
Anzahl an Foxp3" Treg persistiert. Gewiss ist es moglich, dass es in Entziindungsphasen zu
einem relativen Mangel dieser Zellen kommt. Treg werden zur Mukosa rekrutiert oder werden
dort gebildet. Dieser relative Mangel an Foxp3™ Treg fiihrt zu einer unvollstindigen Kontrolle
der Entziindung und ermoglicht eine ausgeprédgte lymphatische Infiltration. Ebenso ist es
vorstellbar, dass beide Methoden, in vitro Assays und Mausmodelle, die Komplexitit der
Regulation im humanen intestinalen Milieu unterschitzen. An der intestinalen Schleimhaut
verdndern moglicherweise verschiedene Antworten auf Zytokine oder kostimulierende
Interaktionen die supprimierenden Fihigkeiten von Foxp3™ Treg. In diesem Zusammenhang

konnte fiir das inflammatorische Zytokin IL-23 gezeigt werden, dass es die Generierung von

Foxp3" Treg im Kolon verhindern kann. IL-23 ist an der Pathogenese der CED bei Miusen
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und Menschen beteiligt. Ein Fehlen von IL-23 erhéht die Anzahl an Foxp3™ Treg im Kolon.
Dies deutet auf eine Kontrolle der intestinalen Treg Induktion hin. IL-23 hat jedoch nur
geringen FEinfluss auf eine systemische T-Zell Reaktion. Dieses Ergebnis macht IL-23 zu
einem Beteiligten an der Autoimmunreaktion im Darm und stellt mdglicherweise einen neuen
therapeutischen Angriffspunkt bei CED des Menschen dar. 7*

Zusitzlich exprimieren beide, die aus der Maus und vom Menschen stammenden Treg TLR.
Sie sind daher der Regulierung durch Pathogene unterworfen, die moglicherweise ihre in vivo
Funktion verdndern. Die TLR-vermittelte Erkennung spezifischer Strukturen eindringender
Pathogene initiiert durch APC sowohl angeborene, also auch erworbene Immunreaktionen.
Dadurch wird vermutlich das Gleichgewicht zwischen CD4" T-Helferzellen und CD4'CD25"
regulatorischen T-Lymphozyten verdndert und folglich ein Einfluss auf die Immunantwort
ausgelibt. Das TLR-Signal kann entweder in einer erhoéhten (TLR 4 und TLR 5) oder
aufgehobenen (TLR 8 und TLR 9) Foxp3" Treg-vermittelten Suppressorfunktion, abhingig

vom beteiligten Liganden resultieren. Diese Immunmodulation kénnte ebenso die Behandlung

von Autoimmunerkrankungen verindern.”

4.3 Regulation der intestinalen Homoostase

Das intestinale Immunsystem muss ein komplexes Gleichgewicht zwischen
proinflammatorischer und antiinflammatorischer Immunantwort gegeniiber intraluminalen
Antigenen herstellen. Eine Stérung dieser Balance, kann zu CED fiihren. Hierzu gehort die
Colitis ulcerosa und der Morbus Crohn. Sie sind charakterisiert durch eine Infiltration von
Entziindungszellen in die Lamina propria des Intestinaltraktes. Obwohl die Athiologie dieser

Erkrankungen nicht vollstindig geklirt ist, lassen Daten von Patienten und Mausmodellen
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eine iibermdBige Immunantwort auf die intestinale Mikroflora vermuten.’*’” Zusitzlich
zeigen Daten, dass eine intakte Darmflora fiir die Entwicklung einer CED notwendig ist.”®
Antibiotika und Probiotika scheinen unter bestimmten Umstinden niitzlich fiir die
Behandlung von Patienten mit CED zu sein.”

Im gesunden Darm ist die Schleimhaut mit einer groen Anzahl an Mikroorganismen und
Antigenen aus der Nahrung in Kontakt. Treg spielen moglicherweise bei der Kontrolle von
Entziindungsreaktionen gegeniiber diesen nicht-pathogenen Antigenen eine wichtige Rolle.
Defekte in dieser T-Zell-Subpopulation sind mafBgeblich an der Pathogenese von CED
beteiligt. Treg helfen bei der Aufrechterhaltung des intestinalen Gleichgewichtes und
verhindern eine iiberschieBende angeborene oder erworbene Immunantwort. Zusitzlich zu
den Foxp3" Treg sind Subgruppen von CD8" T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen und yd T-Zellen
an der Regulierung der intestinalen Homdostase beteiligt.™"™

In murinen CD4" Zellen kann Foxp3 als Antwort auf Aktivierung des TCR bei Vorhandensein
von TGF-p induziert werden und wirkt supprimierend.* Im Gegensatz zu Miusen, bei denen
Foxp3 ausschlieBlich in Treg vorkommt, konnte bei Menschen gezeigt werden, dass Foxp3
voriibergehend in humanen CD4'CD25  T-Zellen nach TCR Aktivierung produziert werden
kann.*** Dariiber hinaus entwickeln diese Zellen nicht immer eine regulatorische Funktion,
obwohl TGF-B in humanen naiven T-Zellen die Expression von Foxp3 induziert.*®® Weiter
kommt erschwerend hinzu, dass ein Vorhandensein von humanen Foxp3 Antikérpern
vermutet wird.”>**> Aus diesen Griinden muss eine Verwendung von Foxp3 als Marker fiir
humane Treg genau lberpriift werden.

Es wurden auch Treg beschrieben, die kein Foxp3 exprimieren, aber sowohl in vitro als auch
in vivo eine supprimierende Wirkung ausiiben. Dazu gehdren Trl-Zellen, die IL-10

produzieren. Sie konnen durch orale Einnahme von Antigenen, durch in vitro Kultivierung
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mit IL-10 oder durch Kontakt zu unreifen dendritischen Zellen induziert werden.”®> Eine
weitere Subpopulation der Treg sind die Th3-Zellen. Sie unterdriicken die Immunantwort
durch TGF-p abhingige Mechanismen.”® Man vermutet, dass Th3-Zellen durch TGF-f
de novo Foxp3" Treg induzieren kénnen.**

Foxp3" Treg sind essentiell in der Aufrechterhaltung der intestinalen Homdostase durch
IL-10- und TGF-B-abhingige Mechanismen.”””’ Thre Aktivitdt wird mit Hilfe von anderen
T- und B-Lymphozyten vervollstindigt. Um die Induktion und Auflésung einer fremd
protektiven Immunantwort zu ermdglichen, ist die Treg-Entwicklung und Treg-Aktivitdt eng
mit der Immunantwort verbunden. Einerseits muss die Treg-Kontrolle beschriankt werden, um
den Ablauf einer Immunantwort zu ermoglichen. Andererseits miissen Treg mit den
stattfindenden Immunantworten schritthalten, um das immunologische Gleichgewicht dann,
wenn die Entziindung nicht ldnger benodtigt wird, wiederherzustellen. Treg sind fiir die
Aufrechterhaltung der intestinalen Selbsttoleranz entscheidend und bieten einen moglichen

Angriffspunkt fiir Therapien bei CED.

4.4 Medikamentoser Einfluss auf Foxp3" Treg

Der tatsichliche Effekt der Foxp3" Treg Depletion auf die Entwicklung einer intestinalen
Inflammation ist &uBerst wichtig fiir die Evaluierung therapeutischer Strategien.
In der Behandlung von humanen Patienten mit CED beeinflusst die Medikation vor allem die
Verteilung und Funktion der Foxp3™ Treg. Saruta et al. haben bewiesen, dass der Gebrauch
von 6-Mercatopurin und Azathioprin, aber nicht Steroide oder anti-TNF Wirkstoffe mit einer
geringeren Anzahl an peripheren Treg korreliert.”® Dariiberhinaus haben Studien bei Patienten

mit rtheumatoider Arthritis eine gestorte supprimierende Funktion von Treg im peripheren
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Blut signalisiert. Diese hat sich nach Infliximab Therapie normalisiert.””'® Eine kiirzlich
durchgefiihrte Studie bei Kindern mit Morbus Crohn hat eine erhdhte Anzahl an Foxp3™ Treg
im Kolon der Patienten unter Infliximab-Therapie gezeigt. Im Vergleich dazu hatten
Patienten, die mit anderen Medikamenten behandelt wurden weniger Treg. Im Gegensatz zu
den Beschreibungen bei Erwachsenen zeigte diese Studie, dass Kinder mit aktivem Morbus
Crohn eine erniedrigte Anzahl an Treg im Kolon im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe hatten. Die Ursache dieser Diskrepanz zwischen Kindern und Erwachsenen ist

allerdings unklar.'"’

Zusétzlich erhoht das Probiotikum VSL#3 (Sigma-Tau Pharmaceuticals,
Gaithersburg, Maryland, USA) die Anzahl der Foxp3" Treg in der Lamina propria im Ileum-

Pouch bei Patienten mit Pouchitis.'” Diese Studien sehen eine potentielle Rolle der Treg

Modulation in der anti-TNF- und probiotischen Therapie.

4.5 Ausblick

Trotz unseres begrenzten Wissens iiber die Rolle von Foxp3" Treg in der Pathogenese der
humanen CED, kann die Moglichkeit Regulationsmechanismen zu verdndern ein
entscheidender Weg sein, eine langfristige Remission in Patienten zu erreichen. Ergebnisse
aus Tiermodellen deuten an, dass der Foxp3" Treg-Transfer in Patienten niitzlich sein kann.
Die meisten Mausmodelle jedoch, die Privention oder Heilung der Kolitis mit Foxp3" Treg
zeigen, wurden mit lymphopenischen Tieren durchgefiihrt, in welchen die homdostatische
Ausdehnung von Foxp3" Treg méglicherweise ihren Einfluss auf die Erkrankung erleichtert.
In Anbetracht der Tatsache, dass Foxp3" Treg in der Lamina propria bei Patienten mit CED
bereits in der Anzahl erhoht sind, bendtigt man wahrscheinlich groBe Mengen an Foxp3"

Treg, um die Balance zwischen einer regulatorischen und einer proinflammatorischen
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Antwort zu beeinflussen. Auch gab es Begeisterung fiir Versuche, Treg aus peripheren
CD4" Zellen unter TGF-p Einfluss zu entwickeln. Scurfy Miuse, die neonatal mit
solchen vorbehandelten murinen Treg behandelt wurden, entwickelten keine
Autoimmunerkrankungen.'” Es ist jedoch unklar, ob #hnliche Protokolle bei humanen
Patienten erfolgreich sind. Foxp3, das durch TGF-f3 induziert ist, korreliert bei Menschen
moglicherweise nicht mit der regulierenden Aktivitit.*®

Zusitzlich zur groBen Anzahl an Foxp3™ Treg, die fiir die Zell-therapeutische Behandlung
notwendig ist, besteht die Gefahr, dass Foxp3"™ Treg ihre supprimierenden Fihigkeiten im
Laufe der Zeit verlieren. So wurde gezeigt, dass Foxp3" Treg in der Lage sind, einen
proinflammatorischen Phénotypen zu entwickeln, indem sie zu exFoxp3 non Treg werden,
was vermutlich schidliche Effekte in vivo haben kann.'®*'®

Durch ein verlingertes Uberleben der Treg konnte man mdglicherweise die notwendige
Anzahl verringern und somit manche Schwierigkeiten beim Generieren der Treg umgehen.
Bevor es allerdings zu klinischen Anwendungen bei Patienten mit CED kommen kann, muss
man die Sicherheit dieser Therapien noch genauer untersuchen. Es gibt noch einen
erheblichen Bedarf, mehr Informationen iiber die Rolle von Foxp3' Treg, die intestinale

Homoostase und die Entwicklung einer Darmentziindung zu sammeln.
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5. Zusammenfassung

Mausmodelle haben gezeigt, dass Treg entscheidend sind fiir die Aufrechterhaltung der
intestinalen Toleranz gegeniiber intraluminalen Antigenen und fiir die Verhinderung von
intestinaler Inflammation. Es wurden schon viele Mechanismen der Treg Funktion in der
intestinalen Mukosa identifiziert. Abhdngig vom jeweiligen Antigen und der
Umgebungsreaktion interagieren verschiedene supprimierende Systeme.

Die intermittierende Depletion von Foxp3™ Treg verstirkt die intestinale inflammatorische
Antwort, was die Wichtigkeit von Foxp3® Treg fiir das Gleichgewicht an der
Schleimhautoberflache des Darmes zeigt. Aus der Literatur und den Daten, welche in dieser
Arbeit prisentiert wurden, kann man schliefen, dass Foxp3" Treg eine bedeutende Rolle fiir
die Entstehung und Aufrechterhaltung der intestinalen Homdoostase und fiir die Kontrolle der
intestinalen Inflammation {ibernehmen. Obwohl es zu einer erhdhten Anzahl an Treg in der
intestinalen Lamina propria kommt, zeigen Studien, dass diese Anzahl im Vergleich zu
anderen entziindlichen Erkrankungen niedrig ist. Therapien, die die Treg Anzahl erhdhen und
ithre supprimierende Funktion verstirken konnen, sind Gegenstand der Forschung. Sie stellen
vielversprechende Behandlungsmdglichkeiten fiir Patienten mit CED dar. Bis zur klinischen
Anwendung muss jedoch das komplexe Zusammenspiel zwischen Foxp3® Treg und der
mukosalen Immunitdt genauer untersucht werden, um mogliche ungiinstige Nebenetfekte

dieser Behandlung zu verhindern.
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