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Zusammenfassung/Abstract

Bei einem gesunden Menschen herrscht im Darm eine homdoostatische Balance, die dafiir sorgt, dass
bakterielle und Nahrungsmittelantigene toleriert werden. Dieser Mechanismus ist bei den chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen (CED) unterbrochen. Die resultierende Entziindung scheint T-Zell-
abhingig zu sein und wird durch ein Ungleichgewicht der pro- und anti-inflammatorischen
Immunantwort hervorgerufen. CD44v7 ist ein kostimulatorisches, transmembranes Oberflichen-
molekiil. Es konnte bisher gezeigt werden, dass die Deletion von CD44v7 bzw. der Einsatz von
antagonistischen Antikorpern vor der Ausbildung einer chemisch induzierten Kolitis im Mausmodell
schiitzen. Das Problem der meisten Tiermodelle ist aber, dass ein spezifisches Antigen nicht definiert
ist. Ziel dieser Arbeit war es daher, ein neues antigen-spezifisches Kolitismodell zu entwickeln, in
dem die immunogenen bzw. tolerogenen Mechanismen des Darmes untersucht werden kénnen. Dafiir
wurden DO11.10 (OVA-TCR positive) Tyl-Zellen in kongene Balb/c Wildtyp Miuse transferiert und
24 h spiter intrarektal, im Abstand von zwei Stunden, 50% Ethanol und OV A Protein in den distalen
Dickdarm appliziert. Diese Behandlung wurde 4 Tage spiter wiederholt. Tiere, die so behandelt
wurden, entwickelten eine OV A-spezifische Kolitis, die histologisch den pathologischen Befunden bei
Morbus Crohn entsprach. Daneben konnte eine signifikant erhdhte Anzahl OVA-TCR positiver T-
Zellen innerhalb der Lamina propria (LP), sowie eine erhohte Produktion von INF-y durch reisolierte
Lamina propria mononukleére Zellen in Kultur festgestellt werden. Wurde zwischen den intrarektalen
Behandlungen tédglich OVA Protein gefiittert, kam es zu einer Ausheilung der OV A-spezifischen
Kolitis. Dies war begleitet durch die Induktion von Apoptose in Effektor-T-Zellen und durch eine
erhohte Anzahl an OVA-TCR ~ FoxP3" CD4" T-Zellen innerhalb der LP.

CD44v7-deletierte Miduse waren vor der Ausbildung der OV A-spezifischen Kolitis geschiitzt, wenn
sie reine Wildtyp Tyl-Zellen transferiert bekamen. Wurden zusétzlich dazu Wildtyp Makrophagen
transferiert, kam es zur Ausbildung der Kolitis. Keine Unterschiede konnten bei der Verwendung von
CD44v7-/- OVA-TCR pos. Tyl-Zellen im Vergleich zu DO11.10 Tyxl-Zellen festgestellt werden.
Nach Transfer beider Zelltypen konnte in Balb/c Wildtyp Miausen sowohl eine OV A-spezifische
Kolitis ausgebildet werden als auch diese durch zusitzliche Fiitterung mit OVA Protein unterbunden
werden. Es ist daher zu vermuten, dass die Expression von CD44v7 auf Makrophagen aber nicht auf
T-Zellen eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung der OV A-spezifischen Kolitis spielt.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Methode zur Induktion einer antigen-spezifischen Kolitis
etabliert, die schnell reproduzierbar und einfach zu handhaben ist. Sie bietet damit eine neue
Moglichkeit, die tolerogenen und immunogenen Mechanismen innerhalb des Darmes zu untersuchen.
Dabei kann auch die Verwendung von knock-out Tieren und der Einsatz therapeutischer Mittel

beriicksichtigt werden.



Zusammenfassung/Abstract

The healthy human organism shows a homeostatic balance within the cut which tolerates bacterial
antigens or antigens derived from dietary sources. In inflammatory bowle disease (IBD) this
mechanism is disrupted. The resulting inflammation seems to be T cell dependent and is caused by a
disbalance of the pro- and anti-inflammatory immune response. CD44v7 is a costimulatory
transmembran surface molecule. So far it could be shown, that the deletion of CD44v7 or the use of an
antagonistic antibody protects from the development of a chemical induced colitis in mouse. The
problem with most animal models is that the antigen is not defined. Aim of this thesis was to establish
a new antigen-specific colitismodel to investigate the immunogenic and tolerogenic mechanism within
the colon. Therefore, DO11.10 (OVA-TCR positive) Tyl cells were transferred into congenic BALB/c
wildtyp mice. 24 h later, 50% ethanol and, 2 hours later, OVA protein was intrarectally applied in the
distal colon. This was repeated at day 4. The mice developed an OV A-specific colitis that showed the
same histological features as patients with Morbus Crohn. Additionally, a higher percentage of OV A-
TCR positive cells could be detected in the lamina propria (LP). Isolated Lamina propria mononuclear
cells show a higher production of INF-y when restimulated in culture. Feeding OV A-protein between
the intraluminal treatment leads to an abrogation of the OV A-specific colitis. This was accompanied
with the induction of apoptosis in effector-T cells and the higher percentage of OVA-TCR ~ FoxP3"
CD4" T cells in the LP.

CD44v7-/- mice were protected from the development of an OV A-specific colitis if they only received
wildtyp Tyl cells. If wildtyp macrophages were additionally transferred, mice developed a severe
colitis. No differences could be observed in the application of CD44v7-/- OVA-TCR pos. Tyl cells or
DO11.10 Tyl cells, respectively. Balb/c mice developed an OV A-specific colitis which also was
abrogated after feeding OV A protein independent of the Tyl celltyp transferred. This result leads to
the assumption that the expression of CD44v7 on macrophages but not on T cells plays an important
role during the development of an OV A-specific colitis.

This thesis explores a new approach to establish an antigen-specific colitis. This new method is easy in
handling and fast to reproduce. It provides an animal model to investigate antigen-specific
immunization versus tolerance in the gut mucosa. Furthermore it provides the opportunity to

investigate the usage of knock-out mice and therapeutic substances.
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Abkiirzungsverzeichnis

I. Abkiirzungsverzeichnis

ug — Mikrogramm

ul — Mikroliter

um — Mikrometer

APC — Allophycocyanin

APZ — antigen-prisentierende Zellen

BSA — Bovines Serum Albumin

CARDI15 — Gen fiir Caspase Recruitment Domain 15

CD — Differenzierungsmarker auf Zelloberflichen, engl.: cluster of
differentiation

CED — chronisch entziindliche Darmerkrankungen

CFSE — 5-(und 6-) Carboxy-Fluorescein-Diacetat-Succinimidylester

CTL — Zytotoxische T-Lymphozyten, engl.: cytotoxic T-lymphocytes

d —Tag

DAPI — 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DC — Dendritische Zellen, engl.:dentritic cells

DSS — Dextran Sodium Sulphate

DNA — Desoxyribonukleinsédure, engl.: deoxyribonucleic acid

DTH —engl.: delayed type hypersensitivity

DTT — DL-Dithiothreitol

E.coli — Escherichia coli

EcOVA — OVA-produzierende Escherichia coli

EDTA — Ethylendiamintetraazetat

ELISA — Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest, engl.: enzyme-linked

immunosorbent assay

EtOH — Ethanol

FACS — DurchfluBBzytometrie, engl.: Fluorescence activated cell
sorting

FCS — fotales Kilberserum, engl.: fetal calf serum

FITC — Fluorescein-5-isothiocyanat

FoxP3 — Transkriptionsfaktor von regulatorischen T-Zellen, engl.: forkhead
box P3

FSC — Vorwirtsstreulicht (engl.: forward scatter)

g — Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)

Gal-2 — Galektin-2



Abkiirzungsverzeichnis

GALT — Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe, engl.: gut associated

lymphoid tissue

GAPDH — Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GATA-3 — GATA bindendes Protein 3

HBSS — Zellkulturmedium fiir Sdugetierzellen (engl.: Hank’s Balanced Salt
Solution)

HEPES — 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsidure

HLA — humanes Leukozytenantigen

HPF —engl.: high power field

IFA —engl.: incomplete Freud’s adjuvant

IFN — Interferon

Ig — Immunglobulin

IL — Interleukin

IPEX — engl.: immune dysfunction/ polyendocrinopathy/ enteropathy/ X-
linked syndrom

1Treq — induzierte regulatorische T-Zelle

kg — Kilogramm

LN — Lymphknoten, engl.: lymph nodes

LP — Lamina propria

LPMC — Lamina propria mononukledre Zellen, engl.: lamina propria

mononuclear cells

LPS — Lypopolysaccharid

LT — Lymphotoxin

MACS — engl.: magnetic-activated cell sorting

MAdCAM-1 — engl.: mucosal addressin cell-adhesion molecule-1

MAMP — engl.: microbe-associated molecular patterns

MC — Morbus Crohn

M-Zelle — microfold Zelle

mg — Milligramm

MHC — Haupthistokompatibilititskomplex, engl.: major histocompatibility
complex

ml — Milliliter

mLN — mesenterialer Lymphknoten, engl.: mesenterial lymph node

ng — Nanogramm

NOD2 — Nucleotid Oligodimerisation Domaine 2

nT,, — natiirliche regulatorische T-Zelle

OVA — Ovalbumin
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OVA-TCR
OVA-FITC
PCR

PBS

PE

pg

PP

PerCP

pos.

RAG

RNA
RORyt

RPMI 1640

RT
SCID
SSC
STAT
T-bet
TBS

TCM

TCR

tg
TGF

Ty

TNB
TNBS
TNF

Tris

Tree

Trl
Tween 20
UV-Licht

— Ovalbumin-T-Zell-Rezeptor (DO11.10 a-B- T-Zell-Rezeptor)

— Fluorescein-5-isothiocyanat gekoppeltes OVA

— Polymerasekettenreaktion, engl.: polymerase chain reaction

— phosphatgepufferte Salzlosung, engl.: phosphate buffered saline

— Phycoerythrin

— Picogramm

— Peyer’sche Plaques

— Peridinin-Chlorophyll-Protein-Complex

— positiv

— engl.: recombination-activating gene

— Ribonukleinséure, engl.: ribonucleic acid

— Retinoid-Related Orphan Rezeptor Gamma

— Zellkulturmedium fiir Sdugetierzellen (= Roswell Park Memorial
Institute)

— Raumtemperatur

—engl.: severe combined immunodeficiency

— Seitwirtsstreulicht (engl.: side scatter)

— Signal Transducers and Activators of Transcription

— T-Zell-spezifischer T-Box Transkriptionsfaktor

— Tris-gepufferte Salzlosung, engl.: tris buffered saline

— zentrale Gedichtnis T-Zellen, engl.: central memory T cell

— T-Zell Rezeptor, engl.: T cell receptor

— Effektor Gedichtnis T-Zellen, engl.: effector memory T cell

— transgen

— Transformierender Wachstumsfaktor, engl.: transforming (tumor)
growth factor

— T-Helferzelle

— Tris Natrium Puffer

— Trinitrobenzolsulfonsédure

— Tumornekrosefaktor

— tris (Hydroxymethyl-) aminomethan

— Regulatorische T-Zelle

— Regulatorische T-Zelle Typ 1

— Polyoxyethylensorbitan-Monolaureat

— ultraviolettes Licht
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Einleitung

1. Einleitung

Der menschliche Darm umfasst zwei fiir den Organismus lebensnotwendige Systeme, das
Verdauungs- und das Immunsystem. Hier werden nicht nur Nihrstoffe gespalten und dem Organismus
zugefithrt, der Darm hat auBlerdem eine herausragende immunologische Bedeutung: das
Darmimmunsystem muss in der Lage sein, pathogene Substanzen und Organismen zu eliminieren.
Dabei muss es zwischen korpereigenen und fremden Zellen/Substanzen bzw. zwischen schidlich und
unschédlich unterscheiden. Eine erste ,,Verteidigungslinie* sind physiologische Barrieren wie das
Schleimhautepithel, bestimmte pH-Bedingungen oder Temperaturen, die das Findringen und
Uberleben von Pathogenen im Organismus inhibieren. Unter normalen Bedingungen ist die
Darmmukosa von einer Vielzahl von mononuklearen Immunzellen bevolkert, was durch die
anhaltende Stimulation mit luminalen Antigenen hervorgerufen wird. Dieser Zustand von
,physiologischer* Inflammation ist streng kontrolliert, und eine angemessene lokale Immunantwort
wird durch die Interaktion verschiedener mukosaler Immunzellen aufrechterhalten. Des Weiteren
muss das Darm-assoziierte lymphatische Gewebe (GALT, engl.: gut associated lymphoid tissue)
fortwihrend zwischen pathogenen Mikroorganismen und harmlosen Antigenen, die durch die Nahrung
und niitzliche Bakterien prisentiert werden, unterscheiden. Im Folgenden sollen die Mechanismen und
Zellen des Immunsystems, insbesondere des intestinalen Immunsystems, niher vorgestellt werden.
Dabei soll vor allem auf Mechanismen der oralen Toleranz und Vorgéinge bei der Immunsisierung,

wie bei chronisch entziindliche Darmerkrankungen, eingegangen werden.

1.1. Das Immunsystem

Eine erste Einteilung des Immunsystems kann in angeborenes und in adaptives bzw. erworbenes
Immunsystem erfolgen. Beim angeborenen Immunsystem wird die Immunantwort durch
Granulozyten, Makrophagen, natiirliche Killerzellen und das Komplementsystems vermittelt. Dabei
werden hoch konservierte, mikrobielle Kohlenhydrate und Lipide, so genannte MAMP (engl.:
microbe-associated molecular patterns), von einer limitierten Anzahl keimbahnkodierter,
mustererkennender Rezeptoren erkannt (Janeway und Medzhitov, 2002). Das angeborene
Immunsystem ist der erste Schritt zur Bekdmpfung von gefidhrlichen Substanzen und Keimen, der
innerhalb kiirzester Zeit stattfindet, jedoch limitiert ist durch die enorme Vielfalt von Liganden und die
Bildung neuer Molekiile.

Das adaptive Immunsystem generiert seine Immunantworten durch spezialisierte Antikdrper und

aktivierte Lymphozyten. Diese konnen auf spezifische und neuartige Antigene reagieren.
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1.1.1. Mechanismen des adaptiven Immunsystems

Das adaptive Immunsystem kann in zwei weitere Gruppen eingeteilt werden, die humorale und die
zelluldre Immunantwort. Die humorale Immunantwort ist benannt nach dem lateinischen Wort fiir
Plasma, ,,humores*. Hierbei vermitteln Antikérper die Immunantwort auf drei verschiedene Arten:
(I) Neutralisation von kleinen Antigenen (z.B. bakterielle Toxine oder Viren) durch Antikorper
(Immunglobuline, Ig) mit anschlieBender Phagozytose durch Makrophagen.
(II) Opsonisierung, ein Mechanismus bei dem IgG;-, IgE- Antikdrper und verschiedene
Komplementmolekiile an ein Antigen binden, was in einer erhohten Phagozytose resultiert.
(IIT) Aktivierung des Komplementsystems durch IgM-, IgG- und IgA- Antikorper. Diese erkennen
verschiedene Antigene mit geringer Affinitit, binden dadurch an Bakterien oder fremde Proteine
und formen einen Antigen-Antikorper-Immunkomplex (Ubersicht in Nielsen, 2005). Dieser
Bindung von Antik6rpern auf der Bakterienoberfldche folgt eine Akkumulation von Komponenten
des Komplementsystems. Dadurch wird ein Poly-C9-Membran-Attack-Komplex gebildet, der die
Bakterienwand perforiert, was die Lyse des Bakteriums zur Folge hat. Uberreste des zerstorten
Bakteriums werden durch Makrophagen phagozytiert.
Die zelluldre Immunantwort basiert auf der Interaktion zwischen T-Lymphozyten und antigen-
priasentierenden Zellen (APZ). APZ sind spezialisierte Zellen, die ein Antigen phagozytieren,
prozessieren und danach den T-Lymphozyten présentieren. Solch eine Présentation erfolgt nur, wenn
das prisentierte Peptid einen Komplex mit MHC-(Haupthistokompatibilitdtskomplex; engl.: Major
Histocompatibility Complex) Molekiilen bildet. MHC Klasse I-Molekiile konnen auf allen
kernhaltigen Zellen gefunden werden, was Erythrozyten ausschlieft. Diese Molekiile préisentieren
hauptsidchlich endogene Proteine, z.B. nach Virenbefall. MHC Klasse I-Molekiile interagieren dann
mit zytotoxischen CD8" T-Lymphozyten, was in der Zerstorung der infizierten Zelle resultiert.
CD4" T-Zellen, konnen nur durch APZ aktiviert werden, die MHC Klasse II-Molekiile auf ihrer
Oberfliche zusammen mit den entsprechenden Antigenfragmenten exprimieren. Zu den APZ gehoren
B-Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen (DC, engl.: dendritic cells). DC spielen eine zentrale
Rolle bei der Antigenprisentation, was auf ihre Fahigkeit zuriickzufiihren ist, in den Paracortex der
Lymphknoten einzuwandern und dort naive T-Zellen zu stimulieren. DC haben spezielle
fingerdhnliche Strukturen, die es ihnen ermoglichen, fremde Antigene aufzunehmen und diese
zusammen mit MHC Klasse II-Molekiilen zu présentieren. APZ koénnen CD4" Zellen allerdings nur
dann aktivieren, wenn auch gleichzeitig verschiedene kostimulatorische Molekiile auf ihrer
Zelloberflache prisentiert werden. Solche Molekiile sind z.B. CD40 oder CD80/86 die mit dem CD40-
Liganden oder CD28/CTLA-4 auf den T-Lymphozyten interagieren, aber auch CD44 variante
Isoformen mit immer noch unbekannten Liganden (Wittig, 1999 oder Ubersicht in Wittig, 2002).
Das adaptive Immunsystem muss stets die schwierige Aufgabe bewiltigen, zwischen ,,Selbst* und

ofremd* zu unterscheiden. Diese Entscheidung kann darin resultieren, dass das adaptive
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Immunsystem in der Entwicklung von Autoimmunkrankheiten involviert ist. Zu solchen Krankheiten

gehoren chronisch entziindliche Darmerkrankungen, Multiple Sklerose und rheumatische Arthritis.

1.1.2. T-Lymphozyten

Es gibt verschiedene Subpopulationen von T-Zellen, die in naive T-Lymphozyten, Helfer-T-
Lymphozyten, zytotoxische T-Lymphozyten, Gedéchtnis-T-Lymphozyten und regulatorische T-
Lymphozyten eingeteilt werden konnen. Alle unterscheiden sich in ihrer Funktion und in der

Expression von spezifischen Rezeptoren und Zytokinen.

1.1.2.1. Naive T-Lymphozyten

Naive T-Zellen produzieren keine Zytokine und hatten noch keinen Kontakt mit einem Antigen. Sie
sind in der Lage durch den Blutstrom und lymphatische Gewebe zu wandern, um in Kontakt mit APZ
zu treten. Nachdem sie Kontakt mit einem fiir ihren T-Zell-Rezeptor spezifischen Antigen hatten,
beginnen sie zu proliferieren und differenzieren zu Effektor-T-Lymphozyten. Bis jetzt ist noch unklar,
ob naive T-Zellen in der Lage sind, parallel sowohl zu Effektor- als auch Gedéchtniszellen zu
proliferieren oder ob sich Gedichtnis-T-Lymphozyten aus Effektor-T-Zellen zu einem spiteren

Zeitpunkt entwickeln.

1.1.2.2. Helfer-T-Lymphozyten

Helfer-T-Lymphozyten (Ty-Lymphozyten) haben die Aufgabe, andere Lymphozyten, Zellen des
angeborenen Immunsystems und Nicht-Immunzellen wie Epithelzellen zu aktivieren und/oder zu
rekrutieren um eine schnelle Beseitigung von Pathogenen zu ermdoglichen (Reiner, 2007). Alle Ty-
Zellen exprimieren das Oberflichenmolekiil CD4 und werden unter anderem durch Interaktion mit
dem MHC Klasse II-Molekiil auf APZ aktiviert (siche auch 1.1.3.). Helfer-T-Zellen konnen ebenfalls
in  verschiedene  Subpopulationen eingeteilt ~werden. Dies geschieht anhand ihres
Zytokinsekretionsmusters (Tab. 1.1.). Anfanglich wurden zwei Typen von Helfer-T-Zellen definiert,
die Helfer-T-Zellen Typ 1 (Tx1) und Helfer-T-Zelle Typ 2 (Ty2) (Mosmann et al., 1986).

Tyl-Effektor T-Lymphozyten exprimieren vornehmlich Interleukin (IL)-2, Interferon gamma (IFN-y)
und Lymphotoxin (LT)-a (Zhu and Paul, 2008). Die Bildung von Tyl-Zellen wird induziert durch
IL-12, ein Zytokin das von aktivierten Dendritischen Zellen, aber auch von Makrophagen gebildet
wird. Die Bildung von IL-12 durch die APZ wird angeregt durch bakterielle Liganden, z.B.
unmethyliertes CpG und LPS (Lipopolysaccharid) (Reiner, 2007). Tyl-Lymphozyten sind von groBer

Bedeutung bei der Verteidigung gegen Viren, kanzerogene Zellen und intrazelluldre Bakterien, im
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Besonderen Mykobakterien. Sie rekrutieren vornehmlich Makrophagen und sind beteiligt an
verschiedenen akuten und chronischen Inflammationsprozessen, spielen aber auch eine Rolle bei der
DTH (engl.: delayed-type-hypersensitivity), einer inflammatorischen ,,Uberempfindlichkeits* -
Reaktion nach erneutem Kontakt mit dem Antigen und vorausgegangener Sensibilisierung (Kobayashi
et al., 2001). Obwohl bei einer Vielzahl von Autoimmunkrankheiten die neu entdeckten Tyl7
Lymphozyten verantwortlich zu sein scheinen, wird Tyl-Zellen immer noch die Beteiligung an der
Induktion einiger Autoimmunkrankheiten zugeschrieben (Zhu and Paul, 2008). So zeigten
verschiedene Experimente, dass IFN-y eine ,,pathogene* Funktion bei diversen Tiermodellen von
Autoimmunkrankheiten einnimmt, wie z.B. die experimentelle Uveitis und Diabetis.

Ty2-Zellen produzieren, neben anderen Zytokinen, vor allem IL-4, IL-10, IL-13 und IL-5. IL-4 ist
zudem das Ty2 polarisierende Zytokin, weshalb man auch von einem positiven Feedback-
Mechanismus spricht. Da APZ kein IL-4 exprimieren, ist noch unklar, welcher Zelltyp die
Polarisierung von Ty2-Lymphozyten initiiert. Es wird jedoch vermutet, dass Zellen des angeborenen
Immunsystems dabei eine bedeutende Rolle spielen (Corthey, 2006). Ty2-Zellen vermitteln die
Immunantwort gegen extrazellulire Parasiten und Wiirmer und regen B-Zellen an IgM und IgG -
Antikorper zu produzieren. Durch ihre Fiahigkeit, einen IgE-Klassen-Switch in B-Zellen zu induzieren
und Zytokine freizusetzen, die allergie-assoziierte Zellen wie Eosinophile rekrutieren, haben Ty2-
Lymphozyten einen groflen Einfluss bei der Entwicklung von Allergien (Coffman et al., 1989; Mattes
und Foster, 2003).

Obwohl schon ldnger bekannt ist, dass einige aktivierte CD4" Zellen IL-17 produzieren, wurde erst in
jiingster Zeit ein neuer Subtyp von Helfer-T-Zellen entdeckt, die so genannten Tyl7-Zellen. Diese
produzieren neben IL-17 auch IL-17F, IL-6, TNF-o und Osteopontin. Die Entdeckung dieser
Population von Helfer-T-Lymphozyten erfolgte in murinen Modellen verschiedener Autoimmun-
erkrankungen (Harrington et al., 2005; Langrish et al., 2005). Neben organspezifischen Autoimmun-
erkrankungen spielt dieser Helfer-T-Zell-Typ auch eine zentrale Rolle bei inflammatorischen
Prozessen gegen extrazellulire Bakterien und Pilze. Untersuchungen zur Induktion von IL-17
produzierenden Zellen im humanen bzw. murinen Organismus fiihrten bisher zu kontridren
Ergebnissen (Romagnani, 2008). Im menschlichen Organismus sind IL-1 und IL-23, ein Mitglied der
IL-12 Familie, wahrscheinlich verantwortlich fiir die Bildung von Tyl7-Zellen. Im murinen
Organismus wird vermutet, dass TGF-f (Transformierender Wachstumsfaktor 3, engl.: transforming
growth factor) und IL-6 notwendig sind um Ty17-Lymphozyten zu induzieren. IL-23 dient dabei eher
der Stabilisierung und verstirkten Ausbildung dieser Subpopulation (Bi et al., 2007; Stritesky et al.,
2008).

Helfer-T-Zellen sind nicht nur in der Lage durch Zytokine positive Feedback-Mechanismen zu
induzieren, die Produktion solcher Mediatoren inhibiert aulerdem die Differenzierung der anderen

Helfer-T-Zell-Subtypen (Paul und Seder, 1994).
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Tabelle 1.1.:

Ubersicht der verschiedenen Subpopulationen von Helfer-T-Lymphozyten

GATA bindendes Protein 3 — GATA-3; Interleukin — IL; Interferon — IFN; Lymphotoxin —
LT; Transformierender Wachstumsfaktor (engl.: transforming [tumor] growth factor) —
TGF; Helfer-T-Lymphozyt - Ty; Tumornekrosefaktor — TNF; T-Zell-spezifischer T-Box
Transkriptionsfaktor — T-bet; Retinoid-Related Orphan Rezeptor Gamma — RORyt; Signal
Transducers and Activators of Transcription — STAT; adaptiert von Zhu und Paul [2008]

Tyg-  Induziert Regulier- Produ- Protektive Schidliche Suppres-
Typ durch ender Zierte Rolle Einwirkungen sion von
Transkrip- Zytokine
tionsfaktor
Tyl  IL-12,IFN-vy T-bet, IL-2, Intrazellulédre Systemische Ty2, Tul7
STAT4 IFN- v, Pathogene Erkrankungen,
LT-a organische
Autoimmun-
erkrankungen
Ty2 IL-4,IL-2 GATA-3, IL-4, 1L-10, Extrazellulire Allergien und Tyl, Tyl7
STATS IL-13,IL-5 Parasiten und Asthma
Wiirmer
Tyl7 murin: ROR vt IL-17,IL-6 Extrazellulidre Autoimmun- Tyl, Ty2
IL-6, TGF-f STAT6 IL-17F, Bakterien und erkrankungen,
human: TNF-a, Pilze Krebs
IL-23, IL-1 IL-22

1.1.2.3. Zytotoxische T-Lymphozyten

Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL, engl.: cytotoxic T-Lymphocyte) erkennen infizierte Korperzellen
und zerstoren diese. Dieser Mechanismus ist vor allem bedeutend, wenn Zellen von Viren befallen
oder maligne transformiert sind. Die Interaktion zwischen CTL und infizierten Zellen ist sehr
spezifisch und geprigt durch engen Kontakt. Dies ist besonders wichtig, um eine Zerstérung von nicht
infizierten Nachbarzellen oder des CTL zu verhindern. Um eine infizierte Zelle zu zerstoren, setzen
zytotoxische T-Zellen l6sliche Proteine wie Perforin und Granulozym frei, die Poren in der
Zelloberflache der betroffenen Zellen bilden, oder induzieren den programmierten Zelltod (Apoptose)
(Stinchcombe und Griffiths, 2003). CTL sind meist CD8 positive Zellen. Es gibt zwei Arten von
Immunantworten, die durch CD8" T-Lymphozyten generiert werden: die Helfer-T-Zellen abhiingige
und unabhingige CTL-Antwort. Dies hidngt vermutlich von der entziindlichen Natur des Antigens ab,
konnte aber auch auf die Haufigkeit von Vorldufern zuriickzufiihren sein. Generell wird angenommen,
das Hilfe notwendig ist, wenn das Antigen keine inflammatorische Antwort auslost, wéihrend bei einer

entziindlichen Reaktion keine zusitzliche Hilfe benotigt wird (Behrens et al., 2004).
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1.1.2.4. Gedachtnis T-Lymphozyten

Gediachtnis T-Lymphozyten sind Teil des immunologischen Gedichtnisses. Sie sind in der Lage, bei
einer wiederholten Infektion eine Immunantwort zu generieren, die schneller und effektiver ist als die
Primérantwort. Dies ist zuriickzufiihren auf spezifische Adhédsionsmolekiile und Rezeptoren, die den
Zellen erlauben in entziindete Gewebe und sekundire Lymphorgane einzuwandern. Man unterscheidet
zwei Arten von Gedichtnis-T-Zellen: Zentrale-Gedéchtnis-T-Zellen (Tcy engl.: central memory T-
Iymphocytes) und Effektor-Gedichtnis-T-Zellen (Tgy engl.: effector memory T-lymphocytes). Ty
wandern in die entziindete Region, in der sie eine Effektor-Funktion erfiillen und gehoren auch
deshalb zum protektiven Teil des immunologischen Gedachtnisses. Sie exprimieren hauptsidchlich
Chemokin-Rezeptoren und Adhisionsmolekiile, die fiir das Einwandern, das so genannte ,,Homing",
zum Ort der Entziindung notwendig sind (Sallusto et al., 2004).

Tem gehoren zum reaktiven Gedidchtnis. Sie wandern in die sekunddren Lymphorgane und
proliferieren und differenzieren dort. Weitere Merkmale der Tcy sind die Hochregulierung des CD40-
Liganden. Dieser Ligand ermdglicht eine positive stimulierende Riickkopplung fiir B-Zellen und DC,
und induziert die Produktion von IL-2 sowie, nach Proliferation, von IL-4 und IFN-y. Tgy sind

tiberwiegend CD8" Zellen, withrend Ty vor allem zu CD4" Zellen proliferieren (Sallusto et al., 2004).

1.1.2.5. Regulatorische T-Lymphozyten

Regulatorische T-Lymphozyten (T,,) erfiillen regulierende Funktionen im Immunsystem und konnen
verschiedene Immunantworten inhibieren um immunologische und Selbst-Toleranz aufrecht zu
erhalten (Sakaguchi, 2000). Sie erfiillen ihre supprimierende Funktion sowohl durch Zell-Zell-
Kontake als auch durch die Freisetzung regulierender Zytokine wie TGF-3 oder IL-10.

Die am besten untersuchten Typen von T,..-Zellen sind die natiirlichen und induzierten CD4"CD25"
Treg-Zellen (nTye, bzw. 1T,,) (Ubersicht in Sakaguchi, 2004 und Shevach, 2002). Etwa 10% der CD4"
T-Zellen in der Peripherie sind CD4"CD25" T, (Sakaguchi et al., 1995). Neben der IL-2 Rezeptor a-
Kette CD25, sind sie vor allem durch die Expression von CTLA-4 (engl.: cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen 4), einem hoch-affinen Rezeptor fiir CD28, gekennzeichnet (Read et al., 2000).
Wihrend nT,., im Thymus entstehen, erfolgt die Bildung von iT., de novo in Abhingigkeit von
TGF-B in der Peripherie (Yamagiwa et al., 2001; Chen et al., 2003). CD4"CD25" T, werden durch die
Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 (engl.: forkhead box P3) charakterisiert (Fontenot et al.,
2003). Ein Fehlen dieses Transkriptionsfaktors resultiert in Autoimmunkrankheiten, allergischen
Fehlfunktionen und anderen lymphoproliferativen Krankheiten, die sich in dem sogenannten ,,Scurfy*
Mausmodell manifestieren (Godfrey et al., 1991; Brunkow et al., 2001). Im humanen Organismus liegt

eine Mutation im FOXP3 Gen bei 60% der Patienten mit dem IPEX (engl.: immune dysfunction/
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polyendocrinopathy/  enteropathy/  X-linked) Syndrom, einer homologen autoimmunen
lymphoproliferativen Erkrankung, zugrunde (Bennett et al., 2001).

Wie schon erwihnt, kdnnen regulatorische T-Zellen aus peripheren CD4" T-Lymphozyten, aber auch
CD8" T-Lymphozyten entstehen, abhiingig von den qualitativen und quantitativen Unterschieden im
Antigenkontakt und dem Zytokinmilieu. Dies fithrt zur Entstehung von regulatorischen T-Zellen, die
nicht den klassischen CD4"CD25" T-Zell-Phénotyp besitzen, wie zum Beispiel Ty3-, Tgl- und
FoxP3'CD8" suppressive T-Zellen. Ty3-Zellen produzieren TGF-B, ein anti-inflammatorisches
Zytokin, das das Zellwachstum inhibiert (Weiner, 2001), wéahrend Tr1-Zellen die Proliferation von
anderen T-Lymphozyten iiber einen IL-10 abhédngigen Mechanismus hemmen (Groux et al., 1997).
FoxP3*CD8" suppressive T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Toleranz von Transplantaten,
indem sie mit APZ interagieren (Manavalan et al, 2004).

Vielen Studien iiber regulatorische T-Lymphozyten beschiftigen sich derzeit mit der Frage, wann und

wo regulatorische T-Zellen bei entziindlichen Krankheiten eingesetzt werden kdnnen.

1.1.3. Antigenprisentation, kostimulatorische Molekiile und der
Ovalbumin (OVA)-spezifische T-Zellrezeptor

Zur Aktivierung von CD4" T-Lymphozyten durch APZ sind 2 Signale notwendig: (I) die Interaktion
zwischen MHC Klasse II-Molekiilen und dem T-Zellrezeptor (TCR, engl.: T-cell-receptor) und (II) die
Interaktion mit kostimulatorischen Molekiilen. Die Bindung von Zytokinen, welches auch als drittes
Signal bei der Aktivierung von T-Lymphozyten gewertet werden kann, legt die Ausbildung des CD4"
T-Zell-Subtypen fest (Corthey, 2006).

Der Kontakt zwischen dem spezifischen TCR und dem MHC Klasse II-Molekiill mit darin
eingebundenen Peptidfragmenten setzt eine Tyrosin-Phosphorilierungs-Kaskade in Gang, die
verschiedene Folgereaktionen in der Zelle auslost und somit eine Immunantwort generiert. Wihrend
der Interaktion zwischen TCR und MHC-Komplex wird eine spezifische Verbindung geformt, die
sogenannte immunologische Synapse (Grakoui et al., 1999). Funktion dieser immunologische Synapse
ist es, den TCR und MHC-Komplex innerhalb der Kontaktstelle zu fixieren und anzureichern, um eine
zu geringe Affinitidt des TCR gegeniiber des MHC oder eine zu geringe Anzahl von MHC auf der APZ
zu liberwinden (Lee et al., 2003). Hierfiir formen der T-Zellrezeptor und der MHC eine ringférmige
Struktur, genauer gesagt ein zentrales Cluster, innerhalb der Membran der T-Zelle bzw. der APZ, die
von einem Ring aus Proteinen wie z.B. CD4 und CD28 auf der T-Zelle umgeben ist. CD4 interagiert
dabei mit dem MHC Klasse II-Molekiil und CD28 mit B7 (CD80/CD86) auf der APZ (Abb. 1.1.).
Diese Proteine sind essentiell fiir die Zell-Aktivierung und gelten somit als kostimulatorische Signale
(Lee et al., 2003; Stinchcombe und Griffiths, 2003). Neben der Interaktion von TCR mit MHC Klasse

II-Molekiilen sind kostimulatorische Molekiile das zweite Signal, dass von der APZ induziert wird und
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die Produktion von Zytokinen und die Proliferation stimuliert. Sie sind notwendig um eine anhaltende
Aktivierung der T-Zelle auszuldsen.

Meistens bestehen CD4" TCR aus zwei Glykoprotein-Ketten, einer TCRa- und einer TCRB-Kette.
Diese beiden Ketten formen ein Heterodimer, das iiber eine Disulfidbriicke verbunden ist. Das
Heterodimer erkennt Peptide, die von MHC Klasse II prisentiert werden. TCR sind des weiteren
nicht-kovalent mit 4 verschiedenen Polypeptiden assoziiert (CD3y, 6, €, und () (Call und
Wucherpfennig, 2005). Die Interaktion des TCR/CD3 Komplexes mit dem MHC/Antigen Komplex
aktiviert die assoziierten Tyrosinkinasen-Kaskaden. Dies fiihrt zur Expression von Zytokin-

Rezeptoren, Sekretion von Zytokinen und weiteren Differenzierungsprozessen.

T-Zelle

TCR

CD4
Antigen

MHC Il

APZ

Abbildung 1.1.: Interaktion zwischen einer T-Zelle und einer antigen-prisentierenden Zelle (APZ)
Der spezifische T-Zell-Rezeptor (TCR) interagiert mit dem Haupthistokompatibilitits-
komplex Klasse II (MHC II) und darin integriertem Antigenfragment. Fiir die Zell-Zell-
Erkennung und die Aktivierung der Zellen sind spezielle Signale notwendig, wie z.B. die
Interaktion von CD4 mit MHC II oder die Interaktion von B7 auf der APZ mit CD28 auf
der T-Zelle. Adaptiert von Murphy et al. [2008]

Ovalbumin (OVA) ist ein hiufig genutztes Protein um die antigen-spezifische Immunantwort in der
Maus zu beobachten. Es ist dafiir besonders gut geeignet, da es ein Neo-Antigen fiir die Maus ist. In
OVA-TCR transgenen Miusen exprimieren bis zu 97% der T-Zellen einen T-Zell-Rezeptor auf ihrer
Oberfliche, der spezifisch das OVA Peptid 323-339 erkennen kann, wenn es durch das MHCII I-A‘
Protein présentiert wird (McFarland et al., 1999). Dieser spezielle TCR kann mit Hilfe des
spezifischen Antikorpers KJ1-26 nachgewiesen werden (Murphy et al, 1990).
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1.1.4. CDg4v7

CD44 fungiert als kostimulatorisches Molekiil zwischen APZ und T-Lymphozyten und wird nach der
Interaktion von CD40 und dessen Liganden CD40-L hochreguliert (Guo et al., 1996). Dies geschieht
unabhingig von der Expression von CD28. CD44 gehort zu den transmembranen Glykoproteinen und
ist involviert in eine Vielzahl von Zellfunktionen. Dazu gehoren Zell-Matrix-Interaktion, Apoptose,
Zellmigration und Zellaktivierung. In seiner Funktion als Adhésionsmolekiil bindet es Bestandteile der
extrazelluldren Matrix, vor allem Hyaluronséure, Kollagen, Fibronektin oder Laminin.

Die CD44 pra-mRNA besteht aus 20 Exons, wobei mindestens 10 davon posttranslational durch
alternatives Spleiflen herausgeschnitten werden konnen (Abbildung 1.2.) (Giinthert, 1993).

Transmembrane
Signal Peptid igliarhivy
Zytoplasmatische
I Extrazellulare Domane I |_| Doméne
50 | | 1 [ |wt]ve|vslva]|vs|ve|vz|wwopad | | [ | | 3

1 2 3 4 5 6 7 & 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

| | T

VYariable Exons 3 UTR

Abbildung 1.2.: Genomische Struktur von CD44
Adaptiert von Gee et al. [2004]

Die kleinste Isoform ist bekannt als CD44 Standard (CD44s), bestehend aus einem zytoplasmatischen
Schwanz, einer Transmembran-Region, einem Stamm und der amino-terminalen Domine. Bei dieser
Isoform werden alle varianten Regionen vl-v10 bzw. Exon 6 bis 15 herausgeschnitten. Bei den
varianten Isoformen werden nur einzelne Exons herausgeschnitten, so dass unterschiedlich lange
Isoformen exprimiert werden. Diese Prozessierung und die Expression verschiedener Isoformen
erfolgen im Rahmen der Zelldifferenzierung und -transformation und sind spezifisch reguliert (Konig
et al., 1998).

CD44s wird auf einer Vielzahl von Zellen epithelialen und hdmatologischen Ursprungs exprimiert,
wihrend die Expression der varianten Isoformen auf bestimmte Stadien der Zellaktivierung beschrinkt
ist. Uber die genaue Funktion und eventuelle Liganden der varianten Isoformen ist bisher nur wenig

bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass viele Funktionen von CD44 und seinen varianten
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Isoformen durch die Bindung und Prisentation von Zytokinen oder Wachstumsfaktoren an ihre
verwandten Oberflichenrezeptoren bzw. Substrate erfiillt werden (Ponta et al., 2003).
Auf die Funktion von CD44v7 wihrend entziindlicher Erkrankungen, im Speziellen chronisch

entziindlicher Darmerkrankungen, wird in Abschnitt 1.3.4. genauer eingegangen.

1.2. Das Darmimmunsystem

Der Sdugetierdarm setzt sich zusammen aus dem Diinndarm und dem Dickdarm. Zu den Aufgaben des
Darmes gehort die Aufbereitung des Speisebreis durch Nahrungsenzyme, die Aufnahme der
gespalteten Nahrungsbestandteile und die Ausscheidung von Exkrementen. Des Weiteren ist der Darm
ein Ort andauernder Antigenprédsentation, und Lymphozyten, die dort aktiviert werden, konnen
systemisch zirkulieren und an anderen mukosalen Oberflachen wirken. Neben der Bekdmpfung von
pathogenen Organismen, ist es vor allem die Aufgabe des intestinalen adaptiven Immunsystems,
schidliche entziindliche Immunantworten zu unterdriicken und immunregulierend zu wirken. Dies
erfordert eine strenge Kontrolle der Immunantwort im Darm und geschieht unter anderem durch die
vermehrte Bildung von IgA, Antikdrpern, die eine Aktivierung des Komplementsystems unterbinden.
Des Weiteren sind vermehrt regulatorische T-Zellen innerhalb des Darmimmunsystems zu finden, die
vor allem die anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-f produzieren (Groux und Powrie,
1999) sowie weitere spezialisierte T-Zellen mit immunregulatorischen Funktionen (Poussier und

Julius, 1994).

1.2.1. Das Spezielle an der Antigenaufnahme und -prisentation im Darm

Obwohl oft angenommen wird, dass die Haut den hiufigsten Kontakt mit dem externen Milieu hat,
wird dies von der mukosalen Oberflache um ein Vielfaches iibertroffen. Tédglich kommt das mukosale
Immunsystem mit einer Vielzahl von Proteinen und Mikroorganismen in Kontakt. Das intestinale
Immunsystem und das damit assoziierte Gewebe GALT kann in ein organisiertes Gewebe, das einem
Aktivierungsort fiir die Immunantwort &hnelt, und einem Effektorort, mit einzeln verstreuten
lymphoiden Zellen innerhalb des Epitheliums und der Lamina propria, unterteilt werden (Mowat,
2003).

Aktuell werden verschiedene Mechanismen fiir die Antigenaufnahme in den Darm beschrieben
(Abbildung 1.3.). Zum einen wird angenommen, dass Antigene iiber spezifische Enterozyten des
Follikel-assoziierten Epithels, so genannte ,,microfold* Zellen (M-Zellen), in die Peyer “schen Plaques
(PP) gelangen, wo sie von professionellen APZ phagozytiert werden (Newberry und Lorenz, 2005).
Antigene werden dabei mit Hilfe von zytoplasmatischen Vesikeln durch die M-Zellen transportiert
und an der Basalmembran an die APZ abgegeben (Abbildung 1.3.A). Nach Antigenaufnahme wandern
die APZ innerhalb der PP in Richtung der T-Zell-Zone, wo sie mit naiven T-Zellen in Kontakt treten
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und diese zu Effektor-T-Lymphozyten aktivieren. Nachdem die naiven T-Zellen aktiviert wurden,
wandern diese in die mesenterialen Lymphknoten (mLN, engl.: mesenteric lymph nodes), wo sie
weitere Differenzierungsschritte durchlaufen. AbschlieBend wandern sie iiber den Ductus Thoracicus
durch den Blutstrom in die Mukosa, genauer gesagt in die Lamina propria (LP), wo sie akkumulieren
(Salmi und Jalkanen, 2005).

Eine weitere angenommene Methode zur Aufnahme von luminalen Antigenen verlduft iiber die trans-
epithelialen Dendriten (Abbildung 1.3.B). Dabei exprimieren Dendritische Zellen Tight-junction-
Proteine, die es ermoglichen ihre Dendriten zwischen epithelialen Zellen zu inserieren, ohne das
Epithelium dabei zu zerstoren (Rescigno et al., 2001). Diese Methode ist M-Zell-unabhingig und
scheint ein effektiver Weg zu sein, Antigene aus dem Darmlumen aufzunehmen und die
Immunantwort gegen Bakterien zu erhohen (Niess et al., 2005). Es wird angenommen, dass die
Ausbildung von transepthelialen Dendriten auf das terminale Ileum beschrinkt ist. Scheinbar spielen
die durch diesen Mechanismus antigen-beladenen intestinalen Dendriten eine wichtige Rolle bei dem
Transport von bakteriellen Antigenen in die mLN (Milling et al., 2005). So wird vermutet, dass diese
DC, unabhingig von den PP, direkt in die mLN wandern.

Des Weiteren wird angenommen, dass l16sliche Antigene iiber parazelluldre bzw. transzelluldre Wege
durch die Epithelzellen gelangen kénnen und dann innerhalb der Lamina propria mit T-Zellen und

Makrophagen interagieren (Chehade und Mayer, 2005) (Abbildung 1.3.C).

A) B) C)

° 9.00
:,' Antigen Lt ) Antigen
e

Teell

Ly " o
g ! Capillary
Lymphatic - /

|

Lym plheuic

Igh

-
.
Serosa

Abbildung 1.3.: Antigenaufnahme im Darm

Es wird angenommen, dass Antigene aus dem Lumen durch spezifische Enterozyten,
sogenannten M-Zellen, in die Peyer’schen Plaques gelangen, wo sie von Dendritischen
Zellen aufgenommen werden (A), bzw. dass sie von transepithelialen Dendriten direkt aus
dem Lumen aufgenommen werden (B). Es wird aulerdem vermutet, dass 1osliche Antigen
mittels zelluldarem Transport direkt durch Enterozyten in die Lamina propria gelangen, wo
sie in Kontakt mit T-Zellen und antigen-prisentierenden Zellen treten (C). Adaptiert von
Burks et al. [2008]
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Wihrend die T-Lymphozyten innerhalb des GALT aktiviert werden, dndert sich ihr
Expressionsmuster, so dass sie spezifisch in die Mukosa einwandern konnen. Diese Rezirkulation an
ihren Effektorort wird durch die Interaktion von Selektinen auf der T-Zelle mit mukosalen Adressinen
ermoglicht. Einige T-Lymphozyten zeigen zum Beispiel eine gesteigerte Expression von a4f3;-Integrin
auf der Zellobrfldche. o437 interagiert direkt mit MAdCAM-1 (engl.: mucosal addressin cell-adhesion
molecule 1), einem Adhidsionsmolekiil auf den hochendothelialen Venulen des Darmes (Berlin et al.,
1993; Hamann et al., 1994). Diese Interaktion ermdglicht die spezifische und selektive Einwanderung
von T-Lymphozyten in die Lamina propria und andere mukosale Gewebe (De Keyser et al., 1996). T-
Zellen, die innerhalb des GALT aktiviert wurden und dann in die Mukosa einwandern, unterscheiden
sich in der Expression von Chemokinrezeptoren und Adhisionsmolekiilen. Allerdings scheinen nicht
alle Lamina propria und intraepithelialen Lymphozyten den Zellen zu entsprechen, die nach Induktion
in den Peyer“schen Plaques in die Effektorkompartimente des intestinalen Immunsystems einwandern.
Darauf weisen Untersuchungen an Maéusen hin, die nach genetischer Mutation keine Peyer’schen
Plaques oder Lymphknoten ausbilden, aber dennoch Lamina propria Lymphozyten und intraepitheliale

Lymphozyten besitzen (Nanno et al., 1994).

1.2.2. Intestinale Makrophagen

Die am hiufigsten vorkommenden Phagozyten innerhalb von Geweben sind die Makrophagen, auch
,Fresszellen genannt. Makrophagen werden je nach Lokalisation verschieden benannt, d.h.
verschiedene Gewebsmakrophagen haben eine unterschiedliche Bezeichnung mit entsprechender
Funktion (z.B. Kupffer-Zellen in der Leber oder Mikroglia-Zellen im zentralen Nervensystem)
(Kumar und Jack, 2006). Mit Hilfe spezifischer Rezeptoren sind sie in der Lage, vom
Komplementsystem opsonierte Pathogene zu erkennen, diese zu phagozytieren und eine
Immunantwort zu induzieren. Durch die Expression des MHC Klasse II-Molekiils zédhlen sie zu den
APZ und sind in der Lage CD4" T-Lymphozyten zu aktivieren (s. 1.1.3). Wihrend der
Entziindungsreaktion setzen aktivierte Makrophagen Mediatoren frei, die eine Schwellung des
Gewebes, eine erhohte Durchblutung und den Einstrom weiterer Effektorzellen in das Gewebe
bewirken. Des Weiteren sind sie fiir die Beseitigung von gealterten, zerstorten und/oder apoptotischen
Zellen verantwortlich. Vorldufer aller Gewebsmakrophagen sind die Monozyten, die sich aus
myeloiden Vorlduferzellen innerhalb des Knochenmarks entwickeln. Myeloide Vorlduferzellen
wiederum gehen aus himatopoetischen Stammzellen hervor (Schenk und Mueller, 2007).

Das Darmsystem weist die grofite Anzahl an Makrophagen im humanen Organismus auf (Lee et al.,
1985). 10-20% aller mononukledren Zellen in der Lamina propria sind Makrophagen (Bull und
Bookman, 1977). Dabei findet man sie vor allem an Orten mit hoher Antigenaufnahme, wie die

subepitheliale Region der LP oder das Domepithel der Peyer’schen Plaques (Schenk und Mueller,
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2007). Das Besondere an intestinalen Makrophagen ist, dass sie nicht in der Lage sind zu proliferieren.
Aus diesem Grund ist ein kontinuierlicher Nachschub von Monozyten aus dem Blut notwendig
(Gendelman et al., 1988), die dann zu intestinalen Makrophagen mit den spezifischen Eigenschaften
differenzieren. Beim Gesunden weist der intestinale Makrophagen-Phénotyp unter Einfluss von IL-10
und TGF-f eine reduzierte bzw. keine Expression von verschiedenen Rezeptoren bzw.
Oberflichenmolekiilen, wie z.B. CD14, CD89, CD80 und CD40 auf (Rugtveit et al., 1997; Smith et
al., 2001). Dadurch koénnen sie zwar MAMP wie z.B. LPS erkennen, aber keine kostimulatorischen
Signale generieren und keine pro-inflammatorischen Antworten induzieren. Dennoch sind intestinale
Makrophagen in der Lage, effiziente phagozytotische Aktivitit vorzuweisen und bakterizid zu wirken.
Dies alles unterstreicht die Bedeutung der Funktion der intestinalen Makrophagen bei der Erhaltung
der Gewebshomoostase (Smith et al., 2005).

Kommt es jedoch zu einer Entziindung der intestinalen Mukosa, wie z.B. bei chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen, &ndern sich der Phinotyp und das Expressionsmuster von intestinalen
Makrophagen. Es kommt zu einer Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut, die in intestinale
Makrophagen differenzieren, die dann aber eine erhohte Expression von CD40, CD80, CD89 und
CD14 (Rogler et al., 1997; Rugtveit et al., 1997) aufweisen. Diese aktivierten intestinalen
Makrophagen sind in der Lage, als APZ zu fungieren und eine Immunantwort durch die Freisetzung

von pro-inflammatorischen Zytokinen zu generieren (Hausmann et al., 2002).

1.2.3. Orale Toleranz

Immunologische Toleranz wird definiert als ein Mechanismus durch den das Immunsystem
pathologische Autoreaktionen, d.h. Reaktionen gegen den eigenen Korper verhindert. Durch den
Mechanismus der somatischen Rekombination ist der humane Organismus theoretisch in der Lage
eine Vielzahl von T-Zellrezeptoren zu bilden, die wiederum jedes mogliche Antigen erkennen
konnten. Dabei kommt es auch zur Entstehung von TCR, die Antigene des eigenen Korpers erkennen.
Diese autoreaktiven T-Zellen miissen zerstort bzw. inaktiviert werden, um Schidden des eigenen
Organismus bis hin zu Autoimmunkrankheiten abzuwehren. Dies wird verhindert durch verschiedene
Toleranzmechanismen, wovon die orale Toleranz eine spezielle Form ist.

Das Besondere der oralen Toleranz ist, dass sie kontinuierlich durch exogene Antigene gefordert und
aufrechterhalten wird. Sie wird klassisch definiert als spezifische Suppression von zelluldrer und/oder
humoraler Immunantwort auf ein Antigen, nachdem es oral verabreicht wurde (Faria und Weiner,
2005). Diese Unempfindlichkeit/Nichtreaktivitét ist systemisch, und die Immunreaktion unterbleibt
auch wenn nachfolgend das Antigen auf einer nicht oralen Route verabreicht wird (z.B. subkutane
Injektion). Orale Toleranz ist ein aktiver immunologischer Prozess bei dem mehrere Mechanismen
involviert sind. Wie wir auf ein Antigen reagieren, das oral verabreicht wird, ist abhéingig von der Art

und Dosis des Antigens, vom Immunsystem des Individuums, von mukosalen Adjuvantien und vom
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Zytokinmilieu, in dem das Antigen prisentiert wird (Weiner, 2001). Der Mechanismus der oralen
Toleranz ermdglicht es dem Immunsystem, sich auf die Abwehr von Antigene, die eine Bedrohung
darstellen, zu beschrinken (Hyun and Barrett, 2006). Dadurch wird eine Immunreaktion gegen
Nahrungsantigene und die im Darm vorherrschenden niitzlichen Organismen verhindert.

Grundsitzlich wird davon ausgegangen, dass eine niedrige Dosis eines verabreichten Antigens eine
aktive zelluldre Regulation zur Folge hat. Dies wird durch antigen-spezifische und -unspezifische
regulatorische T-Lymphozyten realisiert, die regulatorische Zytokine wie TGF-p, IL-10 und I1L-4
sezernieren (Miller et al., 1992).

Hoch-Dosis-Gaben eines Antigens fordern eher Anergie (Melamed und Friedman, 1993) und/oder
Deletion von Effektorzellen. Verabreicht man ein Antigen in hohen Dosen, kann es leichter die
Darmwand passieren und ein geringer Teil direkt der systemischen Zirkulation zugefiihrt werden, wo
es eine systemische T-Zell-Anergie induziert. Dies wird realisiert durch die Ligation des TCR in
Abwesenheit eines kostimulatorischen Signals (Appleman und Boussiotis, 2003). Der Zustand der
Toleranz durch anerge, d.h. nicht-reaktive, Zellen konnte jedoch in vitro aufgehoben werden durch die
Zugabe von rekombinantem IL-2 (Melamed und Friedman, 1994). Klonale Deletion von

Effektorzellen wird erreicht durch FAS-vermittelte Apoptose (Chen et al., 1995).
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Abbildung 1.4.: Mechanismen der Toleranzinduktion
(A) Niedrig-Dosis-Gabe eines Antigens induziert Toleranz durch aktive zelluldre
Reaktionen von regulatorischen T-Zellen mittels Sekretion von Zytokinen wie TGF-f,
IL-10 und IL-4. (B) Hoch-Dosis-Gabe férdert die Anergie/klonale Deletion von
Lymphozyten durch Ligation des T-Zellrezeptors in Abwesenheit des
kostimulatorischen Signals bzw. durch FAS-vermittelte Deletion. Adaptiert von Burks
et al. [2008].

Es gibt jedoch Hinweise, dass eine solch strikte Unterteilung nicht vorgenommen werden kann und

dass beide Mechanismen sich {iberschneiden (Garside und Mowat, 2001).
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Den Mechanismus der oralen Toleranz machten sich verschiedene Forschergruppen schon zunutze. So
konnte in diversen Mausmodellen von Autoimmunkrankheiten durch Gabe von spezifischen
Antigenen die Krankheit geheilt beziehungsweise deren Symptome stark vermindert werden.
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der adoptive Transfer von antigen-spezifischen regulatorische
T-Lymphozyten, sowie der Transfer von Serum aus antigen-gefiitterten Méausen, in unbehandelte
Miuse die Ausbildung einer DTH bzw. von experimentellen Autoimmunkrankheiten verhindern kann
(Chehade and Mayer, 2005).

Obwohl orale Toleranz auch im Menschen zu finden ist, zeigten erste klinische Vorversuche kaum
Erfolge im humanen Organismus. Dabei wurden z.B. Multiple Sklerose-Patienten bovines Myelin-
Basis-Protein bzw. Rheuma-Patienten Kollagenase II verabreicht (Greenberg und Calabresi, 2008;
Barnett et al., 1998). Zwar konnte eine Zytokinregulation sowie eine Suppression am Anfang der
Krankheit gezeigt werden, dennoch war keine effektive Unterdriickung oder gar Heilung der
Krankheit nachweisbar (Faria und Weiner, 2006).

Vorteile einer Toleranzinduktion als Therapiestrategie wéren die einfache Verabreichung der Antigene

und das reduzierte Risiko einer Toxizitdt im Vergleich zu andere Behandlungsmethoden.

1.3. Die pathologische Immunantwort im Darmimmunsystem

Wie schon erwihnt, erfiillt der Gastrointestinaltrakt nicht nur die Aufgaben der Resorbtion, sondern
nimmt mit 70% auch den groften Teil des Immunsystems ein. Trotz der strengen Kontrolle des
Immunsystems im Darm, kann es in einigen Fillen zu einer Unterbrechung der homdostatischen
Balance und somit zu pathologischen Immunantworten kommen. Dazu gehoren die
Nahrungsmittelallergie, die Zoliakie und die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.

Als Nahrungsmittelallergie wird eine adverse Immunreaktion gegen Nahrungs-Allergene bezeichnet,
die ungefihr 6-8% der Kinder und ca. 2% der Erwachsenen betrifft (Sampson, 1999). Sie muss
unterschieden werden von der Nahrungsmittelintoleranz, einer abnormalen, physiologischen Reaktion
ohne immunologische Ursache (Johansson et al., 2004). Nahrungsmittelallergien koénnen in IgE-
vermittelte und nicht-IgE-vermittelte Immunreaktionen unterteilt werden (Ferreira und Seidmann,
2007). IgE-Antikorper-vermittelte Nahrungsmittelallergien zeigen einen sofortigen Ausbruch der
Symptome. Es werden Mastzellen und basophile Granulozyten aktiviert. Die Bindung von IgE-
Antikorpern an das Allergen sorgt fiir eine Freisetzung von Mediatoren, die fiir Symptome wie
Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen und Durchfall verantwortlich sind. Im schlimmsten Fall
konnten Patienten einen lebensbedrohlichen anaphylaktischen Schock erleiden, eine schnelle Reaktion
mit Versagen des Herz-Kreislauf-Systemes. Nicht-IgE-vermittelte, auch zellvermittelte
Nahrungsmittelallergien genannt, werden durch T-Lymphozyten ausgelost und zeichnen sich durch
chronische Symptome wie Durchfall aus. Eine Nahrungsmittelallergie konnte aber auch aus einer

vermischten Reaktion von IgE- und zellvermittelter Allergie hervorgehen (Ferreira und Seidmann,
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2007). In den meisten Fillen sind Nahrungsmittelallergene wasserlosliche Glykoproteine. Kinder
reagieren am héufigsten auf Kuhmilch, Hithnereiweif3, Niisse und Sesamsamen. Hiufig verschwinden
die Allergien gegen Kuhmilch und Hiithnereiweis mit zunehmendem Alter. Allergischen Reaktionen
gegen Niisse und Sesamsamen bleiben hingegen meistens fortbestehen. Bei erwachsenen Menschen
entwickeln sich vor allem Allergien gegen Fisch, Schalentiere und Niisse, welche in den haufigsten
Fillen persistent bleiben (Lack, 2008).

Bei der Zoliakie, auch Sprue genannt, handelt es sich um eine chronische Entziindung des Diinndarms,
die durch in Nahrungsmitteln enthaltenes Gluten ausgelost wird (Kagnoff, 2007). Gluten ist der
wissenschaftliche Name fiir die in Weizen vorkommenden Proteine Glutenin und Gliadin. Die
verwandten Proteine Hordein aus der Gerste bzw. Secalin aus Roggen konnen ebenfalls
krankheitsauslosend sein. Patienten mit Zoliakie weisen spezifische Allele innerhalb des HLA
(humanes Leukozytenantigen) Klasse II-DQ Genlokus auf. HLA Klasse II Gene kodieren die
humanen MHC Klasse II-Molekiile. Zoliakie ist dabei eng mit dem Vorhandensein von DQ2- und
DQS8-Heterodimeren assoziiert (Margaritte-Jeannin et al., 2004). Gluten hat einen hohen Prolin-Anteil
der dafiir sorgt, dass es schlechter durch proteolytische Enzyme gespalten wird und lange Peptid-
Ketten entstehen. Gleichzeitig werden Glutamine von Gewebs-Glutaminasen zu negativ geladenen
Glutaminsduren umgewandelt, welche aufgrund ihrer Ladung an DQ2 und DQS8 der MHC Klasse 1I-
Molekiile binden, intestinale T-Zellen iiberméfBig stark aktivieren und so die Krankheit auslosen
(Arentz-Hansen et al., 2000). Des Weiteren kann Zoliakie auch durch eine Reaktion gegen die
korpereigenen Gewebs-Glutaminasen ausgeldst werden, die Komplexe mit desamidierten Gliadinen
bilden und somit T-Lymphozyten aktivieren. Pathologische Verdnderungen bei Zoliakie-Patienten
sind der Verlust von Darmzotten, der Anstieg von intraepithelialen Lymphozyten und eine Krypten-
Hyperplasie (Kagnoff, 2007). Daraus resultiert eine gestorte Resorption von Nihr- und Mineralstoffen,
was zu chronischem Durchfall und Gedeihstorungen fithren kann. Die einzige wirkungsvolle Therapie
dieser Krankheit ist im Regelfall eine glutenfreie Dit.

Den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wird im Folgenden ein eigener Abschnitt gewidmet

(siehe 1.3.1).

1.3.1. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) handelt es sich, wie der Name schon
nahelegt, um chronische, wiederkehrende entziindliche Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts. CED
betreffen mehr als 300.000 Menschen in Deutschland und mehrere Millionen Menschen weltweit. Die
Ersterkrankung erfolgt hiufig zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr, wobei auch jiingere
Bevolkerungsgruppen betroffen sein kdnnen.

Obwohl die Forschung bis zum jetzigen Zeitpunkt viel zum Verstindnis von CED beigetragen hat,

bleiben viele Fragen vor allem im Hinblick auf die Immunpathologie noch unbeantwortet. Es wird
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angenommen, dass chronisch entziindliche Darmerkrankungen von einer nicht ausreichenden oder
iibersteigerten mukosalen Immunantwort gegeniiber Antigenen der intestinalen Flora und harmlosen
Nahrungsantigenen herriithrt. Bei einem Teil der Patienten konnte eine genetische Pridisposition
festgestellt werde. Die am hiufigsten auftretenden Formen von CED sind Kolitis ulzerosa und Morbus
Crohn (MC) (Tabelle 1.2.). Bei beiden Krankheiten kommt es vor allem zu einer fehlgeleiteten CD4"
T-Zell-Aktivierung und Proliferation innerhalb der Mukosa (Ubersicht in: Bouma und Strober, 2003).

Die klinischen Charakteristika weisen viele Gemeinsamkeiten bei Morbus Crohn und Kolitis ulzerosa
auf. Diese sind Durchfall, starke abdominale Schmerzen, Darmblutungen, Fieber, Miidigkeit und
Gewichtsverlust. Dennoch ist die zugrunde liegende Pathogenese bei beiden Krankheiten verschieden.
Eine genaue Zuordnung der beteiligten T-Zell-Gruppen ist vor allem im menschlichen Organismus
schwierig. Das Zytokinsekretionsmuster der Effektorzellen lassen im Menschen darauf schlieen, dass
bei MC eine Tyl1/Tyl7 dhnliche Immunantwort vorliegt, bei der Zellen eine gesteigerte Produktion
von Tyl/ Tyl7 typischen Zytokinen wie IL-2, IL-23, IL-17 und IFNy aufweisen, wihrend Ty2-
Zytokine wie IL-13 vermehrt bei der Kolitis ulzerosa produziert werden (Fuss at al., 1996; Heller at

al., 2005).

Tabelle 1.2.: Klinische und pathologische Merkmale von Morbus Crohn und Kolitis ulzerosa
adaptiert von Jensen-Jarolim [2006]

Morbus Crohn

Kolitis ulzerosa

Lésionen im gesamten Magen-Darm-Trakt
moglich

am hiufigsten letzter Abschnitt des
Diinndarms und der anschlieBende Dickdarm

betroffen

Diskontinuierliche Entziindung der
Darmwand (,,Pflastersteinrelief*)

Fissuren und Fisteln

Lymphoide Ansammlungen und Granuloma-
Formung

verdickte Darmwand durch transmurale
Entziindungen

Verdickung des mesenterialen Fettgewebes

Chronische Entziindung der Kolon-
schleimhaut

kontinuierliche Ausbreitung vom Rektum in
tiefer gelegene Darmabschnitte

Pseudopolypen (zuriickbleibende
Schleimhaut-Darmwand zwischen zersetztem,

entziindeten Gewebe)

mukosale und submukosale Ulzeration
(Geschwiirbildung)

erhohtes Karzinomrisiko

32



Einleitung

1.3.2. Morbus Crohn

Verschiedene Daten aus Mausmodellen deuten darauf hin, dass bei Morbus Crohn eine komplexe
Pathologie aus genetischer Pradisposition, Umweltfaktoren und einem Defekt in der intestinalen
Immuntoleranz vorliegt (Sands, 2007). Ursachen hierfiir konnen eine Invasion von Mikroorganismen,
eine Storung der angeborenen Immunitit und/oder eine Stérung der adaptiven Immunitit sein. Eine
Immunantwort gegen gewohnliche mukosale Antigene wird generiert. Welche Ursache(n) genau
dieses Ungleichgewicht der homoostatischen Bedingungen auslost, ist jedoch noch unklar.
Umwelteinfliisse wie Stress, Rauchen oder eine extreme Nahrungsumstellung kénnen dabei eine
auslosende Rolle spielen.

Wie schon erwihnt, spielen Bakterien eine besondere Rolle beim MC. Dies zeigt sich unter anderem
in einer gewissen Wirksamkeit von Antibiotika bei der Behandlung von Patienten. AufSerdem konnte
gezeigt werden, dass Entziindungen des Darms verhindert werden, wenn transgene Miuse unter
keimfreien Bedingungen gehalten werden (Farrell und LaMont, 2002). Duchmann et al. (1995, 1996)
zeigten, dass sowohl Mensch als auch Maus eine Toleranz gegeniiber der eigenen Darmflora, nicht
jedoch gegen Sonikate fremder Flora aufweisen und ein Verlust dieser Toleranz mit der Entwicklung
von chronisch intestinalen Entziindungen im Zusammenhang steht.

Neben einer fehlgeleiteten Immunreaktion zeigten verschiedene Untersuchungen, dass auch eine
genetische Pridisposition bei MC eine Rolle spielen konnte (Bonen und Cho, 2003; Barrett et al.,
2008). Mannick et al. (2004) zeigten, das eine Mutation im CARDI5 Gen, das NOD2 (Nucleotid
Oligodimerisation Domain 2) kodiert, zur Pathogenese von MC bei einem Teil der Patienten beitrigt.
Patienten die eine oder mehrere Mutationen innerhalb bestimmter Loci des Gens tragen, haben ein 3-
bis 40-fach erhohtes Risiko an MC zu erkranken. NOD?2 ist ein zytosolischer Toxinrezeptor der auf
peripheren Monozyten und Dendritischen Zellen exprimiert wird und an der Erkennung von
bakteriellen Infektionen beteiligt ist. Ein Teil der Patienten mit einer CARDI5 Mutation weist eine
verminderte Expression von a-Defensin, einem wichtigen Bestandteil der mukosalen antibakteriellen
Barriere, durch Paneth-Zellen (Wehkamp et al., 2004) bzw. eine Metaplasie der Paneth-Zellen auf
(Wong et al., 2000). Dennoch entwickeln NOD2 defiziente Mause keine spontane Kolitis (Strober et
al., 2007).

Trotz der Tatsache, dass einige Mechanismen der Pathologie von Morbus Crohn identifiziert wurden,

ist bzw. sind die genaue(n) Ursache(n) noch unbekannt.

1.3.3. Tiermodelle fiir experimentelle Kolitis

Verschiedene Tiermodelle wurden entwickelt um die Immunpathologie von CED zu kldren. Dazu
gehoren (1) antigen-induzierte Kolitismodelle, (2) genetisch induzierte Modelle (Gen-Knock-out und

transgene Tiermodelle) (3) chemisch- oder physikalisch-induzierte Tiermodelle, (4) der adoptive
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Transfer von T-Zellen und (5) spontane Kolitismodelle (Hoffmann et al., 2002; Jurjus et al., 2004). Im
Folgenden soll nur auf einige gut definierte Tiermodelle eingegangen werden.

Ein Tiermodell ist der adoptive Transfer von CD4*CD45RB™" Zellen in Miuse mit severe combined
immunodeficiency (SCID) oder Deletion im RAG 1 oder 2 Gen (Powrie et al., 1993; Ostanin et al.,
2006). CD45RB™" ist ein Expressionsmarker fiir naive T-Lymphozyten. Im Gegensatz dazu
exprimieren antigen-erfahrene Effektor-/Gedichtnis-T-Lymphozyten CD45RB"" (Mason und Powrie,
1990). Nach adoptiven Transfer von CD4*CD45RB"" Zellen entwickelten die Miuse eine Kolitis mit
Hyperplasie des Epitheliums, Zellinfiltraten in der LP und hohen Mengen an Zytokinen, die von Tyl
Lymphozyten produziert werden (Aranda et al., 1997). CD4'CD45RB™" naive T-Zellen reagieren
dabei anscheinend ungehemmt auf Bakterienantigene und werden in der SCID bzw. RAG-/- Maus,
ohne eigene T- und B-Zellen, nicht von regulatorischen Zellen gechemmt (Powrie et al., 1994a). Diese
Form der Kolitis kann durch Ko-Transfer von CD4*CD45RB"" Zellen verhindert werden (Morrissey
et al., 1993; Powrie et al., 1994b).

In einem weiteren Modell konnte gezeigt werden, dass IL-10-/- Méuse eine schwere spontane
Enterokolitis entwickeln (Kiihn et al., 1993). Dies unterstreicht deutlich die bedeutende Rolle dieses
regulierenden Zytokins wéhrend der intestinalen Immunantwort (Lindsay and Hodgson, 2001).

Die am héufigsten verwendeten Methoden zur Induktion einer Kolitis unter Verwendung von
Chemikalien ist der Gebrauch von Dextran Sodium Sulfat (DSS) und Trinitrobenzolsulfonsdure
(TNBS) (Okayasu et al., 1990). Neueste Ergebnisse zeigen, dass bei einer chronischen TNBS-Kolitis
eine Tyl/Tyl7 Antwort zugrunde liegt, wihrend es bei einer DSS-Kolitis zu einem Ubergang von
einer Tyl/Ty17 Antwort im akuten Zustand zu einer T2 vermittelten Antwort im chronischen Verlauf
kommt (Alex et al., 2009).

Einige Forscher haben sich schon mit der Entwicklung von antigen-spezifischen Kolitismodellen
beschiftigt. Dafiir benutzten sie sowohl SCID als auch RAG-/- Mduse, transferierten OVA-TCR
positive T-Zellen und verabreichten ihnen OVA direkt oder OV A-produzierende Escherichia coli
(EcOVA) um die Kolitis zu induzieren. Yoshida und seine Arbeitsgruppe (2001) transferierten OV A-
exprimierende E. coli in Balb/c und SCID Miuse, und waren dadurch in der Lage eine subakute
Kolitis auszulosen. Dieses Kolitismodell zeigt alle typischen Zeichen einer Entziindung im Darm,
unter anderem der Verlust von Becherzellen und die Zerstérung der Kryptenstruktur. Des Weiteren
kommt es zu einem vermehrten Einstrom von mononukleidren Zellen in die LP und die Submukosa,
die vermehrt pro-inflammatorische Zytokine exprimieren, wie auch im Modell der Transferkolitis von
CD4"CD45RB"®" in immundefizienten Mzusen oder im Modell der IL-10-/- Maus.

In einer anderen Studie wurden EcOVA in den Darm von RAG-/- Miusen verabreicht, nachdem diese
OVA-TCR positive T-Zellen von DO11.10 Miusen transferiert bekamen (Igbal et al., 2002). Auch
hier waren die Forscher in der Lage, eine schwere Kolitis mit den schon erwihnten Symptomen zu

etablieren.

34



Einleitung

1.3.4. CD44v7 und chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Wie schon in 1.1.4. erwihnt, wird die kleinste CD44-Isoform (CD44s) auf einer Vielzahl von Zellen
himatopoetischen und epithelialen Ursprung exprimiert, wihrend die Expression der varianten
Isoformen meist auf bestimmte Stadien der Embryonalentwicklung bzw. Zellaktivierung beschrédnkt
ist. So konnte z.B. die Bedeutung von varianten Isoformen bei der Tumorentstehung und
Metastasierung im Rattenmodell gezeigt werden. Durch die Transfektion einer nicht-metastasierenden
Zelllinie mit CD44v4-7 und CD44v6-7 bildeten sich Metastasen in syngenen Ratten (Giinthert et al.,
1991). Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass T-Zellen und Makrophagen, die an Entziindungs-
prozessen und Autoimmunerkrankungen beteiligt sind, Isoformen exprimieren, die CD44v3, v6 und
v7 enthalten (Wittig et al., 2002). Es gibt Hinweise dafiir, dass CD44v6 und v7 zu einer gesteigerten
Immunantwort bei verschiedenen Autoimmunkrankheiten beitragen (Giinthert et al., 1998).

Im Gegensatz zu CD44s, dass ubiquitdr im gesundem Darm exprimiert wird, konnten Wittig et al.
(1997) zeigen, dass CD44v7 hauptsidchlich auf aktivierten Leukozyten innerhalb entziindeter
Darmmukosa exprimiert wird. Die zentrale Rolle von CD44v7 in experimenteller Kolitis konnte durch
den Einsatz von anti-CD44v7 Antikorpern unterstrichen werden, der zu einer kompletten Ausheilung
von TNBS- und DSS-induzierter Kolitis fiihrte (Wittig et al., 1998; Farkas et al., 2005). Keine
Remission erfolgte durch die Verwendung von anti-CD44v6- und anti-CD44v4-Antikorpern. Uberdies
konnte gezeigt werden, dass die Deletion von CD44v7 die Ausbildung einer TNBS-induzierten Kolitis
(Wittig et al., 2000) und die Entwicklung einer spontanen Enterokolitis bei Kreuzung von CD44v7-/-
Miusen mit IL-10-/- Méusen verhindert.

In allen experimentellen Kolitismodellen konnte durch den Einsatz von anti-CD44v7-Antikorpern
bzw. durch die Deletion von CD44v7 eine erhdhte Apoptoserate in der entziindeten Darmmukosa
nachgewiesen werden (Wittig et al., 2000). Hoffmann et al. (2007) konnten zeigen, dass Apoptose in
aktivierten Lamina propria T-Lymphozyten und Makrophagen aus Morbus Crohn Patienten in vitro
durch den Einsatz von anti-CD44v7-Antikorpern induziert werden kann. Die Fihigkeit Apoptose zu
induzieren, war dabei hoch-spezifisch fiir CD44v7, da der Einsatz von anti-CD44v6- und anti-
CD44v4-Antikorper keine Wirkung zeigte. Keine Apoptose konnte induziert werden in mononukliren
Lamina propria Zellen von gesunden Individuen, isoliert aus nicht-entziindeter Mukosa von Morbus
Crohn Patienten bzw. aus entziindeter Mukosa von Kolitis ulzerosa Patienten. Dies deutet darauf hin,
dass CD44v7 eine entscheidende Rolle bei der Suppression der Apoptose wihrend entziindlicher

Darmerkrankungen spielt.
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2, Zielstellung

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) sind wiederkehrende, chronische Entziindungen
des Gastrointestinaltraktes und betreffen mehrer Millionen Menschen weltweit, besonders innerhalb
des westlichen Kulturkreises. Die zwei am héufigsten vorkommenden Erscheinungsformen sind
Morbus Crohn und Kolitis ulzerosa.

Da bis zum jetzigen Zeitpunkt unbekannt ist, welche Faktoren genau und in welchem Umfang eine
Rolle in der Immunpathologie bei CED spielen, wurde eine Vielzahl von Tiermodellen entwickelt, die
alle einen bestimmten Aspekt dieser Krankheit beleuchten und viel zur Klidrung offener Fragen
beigetragen haben. Dennoch konnte bis heute kein universelles Modell entwickelt werden, das
vollstindig den Krankheitsverlauf von CED - im speziellen Fall Morbus Crohn - nachempfindet.
Neben einer genetischen Pridisposition und Umwelteinfliissen wird vor allem davon ausgegangen,
dass das Vorhandensein einer mukosalen Mikroflora eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung
von CED spielt, da Miuse, die unter keimfreien Bedingungen gehalten werden, keine Entziindung
entwickeln. Es wird daher vermutet, dass die Effektorzellen, die diese Krankheit hervorrufen,
stimuliert werden durch mikrobielle Antigene, durch Nahrungsmittelantigene und/oder durch
korpereigene Antigene, die mit der Mukosa kreuz-reagieren. Wahrscheinlich weisen regulatorische T-
Zellen, die im Normalfall eine Entziindung verhindern, dieselbe Spezifitit wie die Effektorzellen auf.
Leider ist bisher unbekannt, welche Antigene genau diese Reaktionen hervorrufen.

CD44v7 gehort zu der CD44 Protein Familie und ist eine von vielen Isoformen, die durch post-
translationales SpleiBen der CD44 pri-mRNA entsteht. CD44v7 bindet als Adhésionsmolekiil
Bestandteile der extrazelluldren Matrix, wie z.B. Hyaluronsédure und Osteopontin. Wittig und Kollegen
(2002) konnten zeigen, dass CD44v7 auf Makrophagen und T-Lymphozyten exprimiert wird, die an
Entziindungsprozessen und Autoimmunerkrankungen beteiligt sind. CD44v7 wird zum Beispiel auf
aktivierten T-Lymphozyten innerhalb entziindeter Darmmukosa exprimiert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte gezeigt werden, welche Auswirkung das Vorhandensein von CD44v7
auf die Ausbildung einer experimentellen Kolitis hat, und ob dieses Molekiil eine Rolle spielt bei der
Ausheilung dieser Krankheit.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, ein Modell zu entwickeln, in dem mit einem einzigen Modellantigen
sowohl Immunisierung als auch Toleranz induziert werden kann. Somit wire es moglich, die
Bedeutung von CD44v7, als offensichtliches ,.Entziindungsmolekiil, bei der Entstehung oder
Unterdriickung einer Entziindung und im gleichen System bei der Forderung einer regulierenden
Immunantwort zu kléren.

Als geeignetes Modell wurde das Ovalbumin (OVA)-spezifischen T-Zellrezeptor (TCR) transgene
Modell DO11.10 zugrunde gelegt. Fiir die Untersuchung des Einflusses von CD44v7 mittels knock-
out Méausen wihrend einer solchen antigen-spezifischen Kolitis, sollte auf immundefiziente Miuse

bzw. genveridnderte Bakterien verzichtet werden. Daher sollte ein neues Modell entwickelt werden, bei
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dem eine Inflammation innerhalb der Mukosa von immunkompetenten Balb/c-Miusen nach Transfer
von OVA-TCR positive T-Zellen und intrarektaler Applikation von OVA induziert wird. Neben
DO11.10 Miusen als Zellspender und Balb/c Wildtyp Miusen als Zellempfinger wurden auch
CD44v7-/- OVA-TCR positive Miuse als Zellspender und CD44v7-/- Mdause als Zellempfanger

eingesetzt.
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3. Materialien

3.1. Gerite und Materialien

BZ-8000K Mikroskop

Einmalkaniilen
ELISA Platten NUNC MaxiSorp™
ELISA Reader Spectra Mini AP

FACS Rohrchen
Gewebekulturflaschen versch. Gréen
Gewebekulturplatten 96-Napf
MACS® Sorter

MACS®-Separationssidulen, Grofie: LS

Kolbenhubpipetten versch. GroBen; 1,5 ml
Tubes

Nabelgefifkatheter (2.5 F Polyvinylchlorid
[end-hole] Katheter)

Neubauer Zihlkammer, 0,0025 mm®

Oditest Langenmessgerit

Praktika Luxmedia 5203 Digitalkamera

Vier-Farben Laser Durchflusszytometer
(FACS Calibur)

Zellsiebe (40 und 70 um Maschenweite)
Zeiss Imager Z1 Axio Mikroskop

Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg,

Deutschland

Braun-Melsungen, Melsungen, Deutschland
NUNC, Wiesbaden, Deutschland

TECAN Deutschland GmbH, Crailsheim,
Deutschland

Falcon, Grifelfing-Locharn, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

NUNC, Wiesbaden, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vycon, Ecouen, Frankreich

la fontaine, Waghiusel, Deutschland
Kroeplin, Schliichtern, Deutschland
Pentacon GmbH, Dresden, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Berlin,
Deutschland

3.2. Allgemeine Reagenzien und Chemikalien

Agarose
Ammoniumchlorid (NH,CI)

Amphotericin B

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Biochrom Ag, Berlin, Deutschland
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B- Mercaptoethanol

Blocking Reagenz

Bicoll seperating solution (Ficoll)
Calciumchlorid (CaCl,)
DL-Dithiothreitol (DTT)

DNAse I

EDTA

Ethanol (EtOH)

Ethidiumbromid

FCS (engl.: fetal calf serum)
Fluoromount-G

Formalin

Gentamycin

Glyceringelatine

HEPES Puffer

Incomplete Freud’s Adjuvant (IFA)
Isotonische Kochsalzlésung (0,9 % NaCl)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO;)
Kollagenase Typ VIII

L-Glutamin

Natriumcarbonat (NaCO,)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(Na,HPO, x 2H,0)

Paraffin

Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin

Percoll

Schwefelsdure (H,SOy)

Tris Base

Tris-HCl1

Merck, Darmstadt, Deutschland
PerkinElmer Liefe Science, Waltham, USA
Biochrom Ag, Berlin, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Miinchen, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Sigma, Miinchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland
Southern Biotech, Birmingham, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom Ag, Berlin, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

PAA, Colbe, Deutschland

Sigma, Miinchen, Deutschland

Fresenius Kabi, Bad Homburg v. d. Hohe ,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fluka, Buchs, Schweiz

Sigma, Miinchen, Deutschland

PAA, Colbe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
PAA, Colbe, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Miinchen, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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¢ Trypanblau

e Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan-

Monolaureat)

e  Wasserstoffperoxid (H,O,)

Fluka, Seelze, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

3.3. Puffer, Losungen und Zellkulturmedien

e PBS (engl.: Phosphate Buffered
Saline) (pH~6,8)

e Erythrozyten Lyse Puffer
(PH7.3)

e CFSE-Losung

e Kulturmedium

e HBSS Medium + Zusitze

Aqua dest.

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Natriumchlorid (NaCl)
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(Na,HPO, x 2H,0)

Aqua dest.

Ammoniumchlorid (NH,CI)

EDTA

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

RPMI 1640 "
CFSE

RPMI 1640 "

FCS (30 min bei 56°C hitzeinaktiviert)
L- Glutamin

Penicillin/Streptomycin

- Mercaptoethanol

HEPES Puffer

HBSS (magnesium- und calciumfrei) 2
Penicillin/Streptomycin

Gentamycin

Amphotericin B

HEPES Puffer

EDTA

DTT

2,7 mM
1,8 mM
137 mM

8,0 mM

166 mM
90 uM
10 mM

10 uM

10 % (wlv)
4 mM

1 % (vIv)
50 uM

20 mM

1 % (v/v)
0,25 pg/ml
27 nM

20 mM

2 mM

1 mM
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Kollagenasemedium

FACS-Puffer

MACS-Puffer

0,5% TNB (pH 7,5)

TBS (Waschpuffer; pH 7,4 -7,6)

Waschpuffer fiir ELISA

Beschichtungspuffer fiir ELISA

Assay Diluent

RPMI 1640 "

FCS (30 min bei 56°C hitzeinaktiviert)
Kollagenase Typ VIII

DNAsel

PBS
BSA
NaN3

PBS
BSA
EDTA

Aqua dest.
Natriumchlorid (NaCl)
Tris-HCl

Blocking Reagenz

Aqua dest.
Tris-HC1
Tris-Base
NaCl
Tween 20

PBS
Tween 20

Aqua dest.
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumcarbonat (Na,CO3)

PBS
FCS

5 % (vIv)
100 U/ml
20 pg/ml

0,5 % (w/v)
0,01 % (w/v)

0,5 % (w/v)
2 mM

02M
0,1M
0,5 % (v/v)

43,5 mM
7,5 mM
0,15M

0,5 % (v/v)

0,05 % (v/v)

85 mM
15 mM

10 % (v/v)

1) basierend auf RPMI Medium (benannt nach Roswell Park Memorial Institute) von PAA, Célbe, Deutschland
2) HBSS (engl.: Hank’s balanced salt solution) magnesium- und calciumfrei von PAA, Colbe, Deutschland
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3.4. Spezifische Reagenzien und Chemikalien

3.4.1. Genomische DNA-Isolierung- und PCR-Reagenzien

DNA Purification Kit
25 mM Magnesiumchlorid Solution
5x Green Go Taq ® Reaction Buffer
Proteinase K gelost in:

o 50 mM Tris-HCL

o 10 mM Calciumchlorid (CaCl,)
10 mM dNTPs Mix
GoTaq ® Flexi DNA Polymerase
50 mM OVA-TCR Strang (sense)-
Oligonukleotidprimer:
CAA GCA CAT CGC AAC CA
50 mM OVA-TCR Gegenstrang (antisense)-
Oligonukleotidprimer:

GCAATTGCCTTGTCA GCAT
Mouse/Rat GAPDH PCR Primer Pair

Promega, Mannheim, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Tip Molbiol, Berlin, Deutschland

Tip Molbiol, Berlin, Deutschland

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland

3.4.2. Antikorper, Nachweis- und Firbereagenzien

Maus-anti-Maus-Ovalbumin-T-Zell-
Rezeptor (OVA-TCR)-Biotin-Konjugat,
(Klon KJ1-26; spezifisch gegen DO11.10 a-f-
T-Zell-Rezeptor)

Maus-anti-Maus Ovalbumin-T-Zell
Rezeptor (OVA-TCR)-PE-Konjugat (Klon
KJ1-26)

Ratte-anti-Maus CD4-PerCP-Konjugat (Klon
L3T4)

Ratte-anti-Maus CD4-FITC-Konjugat (Klon
L3T4)

Verdiinnung: 1:1000

Dankenswerterweise bereitgestellt von Ag Prof.

A. Hamann, Deutsches
Rheumaforschungszentrum (DRFZ), Berlin,
Deutschland

1 ug/ 10° Zellen

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

1 pug/ 10° Zellen
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
1 ug/ 10° Zellen
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
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Ratte-anti-Maus CD11b-PE-Konjugat (Klon

M1/70)

Ratte-anti-Maus CD11c-APC-Konjugat
(Klon HL3)

Ratte-anti-Maus CD14-Konjugat (Klon
Sa2-8)

Ratte-anti-Maus CD25-APC-Konjugat (Klon

PC61)

Ratte-anti-Maus CD25-Biotin-Konjugat
(Klon PC61)
Streptavidin-PE-Konjugat

Streptavidin-APC-Konjugat

Streptavidin-Per CP-Konjugat

FoxP3 staining Kit (Ratte-anti-Maus FoxP3-

PE-Konjugat [Klon FIK-16s] )

Ratte-anti-Maus F4/80-Antigen unmarkiert

(Klone BMB)
Ziege-anti-Ratte-Ig-Antikorper Alexa555-
Konjugat

Hase-anti-Ratte-Ig-Antikorper Biotin-
Konjugat

Ratte-anti-Maus FoxP3 unmarkiert (Klon
FJIK-16s)

DAPI (4°,6- Diamidino-2-phenylindol)

CFSE (5-(und 6-) Carboxy-Fluorescein-

Diacetat-Succinimidylester)

Ovalbumin (OVA)-FITC-markiertes Protein

anti-CD4 Microbeads

1 pug/ 10° Zellen

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
1 ug/ 10° Zellen

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
1 pug/ 10° Zellen

eBioscience, San Diego, USA

1 ug/ 10° Zellen

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
1 pug/ 10° Zellen

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
1 pug/ 10° Zellen

DakoCytomation, Hamburg, Deutschland
1 ug/ 10° Zellen

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
1 pug/ 10° Zellen

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
1 ug/ 10° Zellen

eBioscience, San Diego, USA
Verdiinnung: 1:50

eBioscience, San Diego, USA
Verdiinnung 1:100

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Verdiinnung: 1:200

Dako, Hamburg, Deutschland
Verdiinnung: 1:100

eBioscience, San Diego, USA
Verdiinnung: 1:1500

Roche, Mannheim, Deutschland

MoBiTech, Géttingen, Deutschland

Dankenswerterweise bereitgestellt von AG Prof.
B. Micheel, Institut fiir Biochemie und Biologie,
Universitit Potsdam, Potsdam, Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland
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e Dako REAL™ Detection System K5005 Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

e Dako REAL™ Antibody Diluent S2022 Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

¢ DakoCytomation EnVision + System-HRP Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
K4003

e Dako REAL™ Detection System K5001 Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

3.4.3. Zytokine und ELISAs

¢  Murines Interleukin (IL)-12 PeproTech EC, London, England

¢ Maus Interferon (IFN)-y-ELISA Kit BD OptEIA™, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e  Maus IL-10-ELISA Kit BD OptEIA™, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e  Maus IL-17-ELISA Kit eBioscience, San Diego, USA

e Substrat Reagenz A und B BD OptEIA™, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

3.4.4. Proteine und Peptide

e Ovalbumin (OVA) Protein Sigma, Miinchen, Deutschland
e Bovines Serum Albumin (BSA) Protein Serva, Heidelberg, Deutschland

e OVA Peptid OVAs;.330 (Aminosduresequenz Dankenswerterweise bereitgestellt von Dr. Peter

im IUPAC ¥ — Einbuchstabencode: Henklein, Institut fiir Biochemie, Charité Berlin,

ISQAVHAAHAEINEAGR) Deutschland

3) IUPAC = The International Union of Pure and Applied Chemistry

3.5. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden spezifisch keimfreie Balb/c Wildtyp, DO11.10 (OVA transgene [tg]),
sowie CD44v7-/- und CD44v7-/- OVA tg Miuse verwendet. DO11.10 Méuse sind Tiere deren
Grofiteil an T-Lymphozyten einen T-Zell-Rezeptor auf ihrer Oberfldche tragen, der spezifisch das
OV A Peptid 323-329 erkennen kann (Murphy et al., 1990). Diese Tiere wurden freundlicherweise von
Frau PD Dr. Ursula Giinther (Universitit Basel) zur Verfiigung gestellt und in der Forschungs-
einrichtung fiir Experimentelle Medizin (FEM, Berlin, Deutschland) geziichtet oder stammten vom

Bundesinstitut fiir Risikobewertung (Berlin, Deutschland). Die Haltung erfolgte innerhalb der FEM
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unter standardisierten Bedingungen (12 Stunden Hell-Dunkel Rhythmus, Fiitterung mit autoklaviertem
Futter, Wasser ad libitum).

Alle Versuche wurden mit weiblichen 8-12 Wochen alten Miusen durchgefiihrt. Die Totung der
Versuchstiere erfolgte durch CO,-Begasung und anschlieBender cervikaler Dislokation. Alle
Tierversuche waren vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales (LAGeSO) genehmigt (G 0219/02
vom 22.10.2002). Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte durch qualifiziertes Personal.
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4. Methoden

4.1. Genotypische Bestimmung der Versuchstiere

Zur genotypischen Bestimmung der Versuchstiere erfolgte das Abschneiden der Schwanzspitze 3 bis 4
Wochen nach der Geburt. Untersucht wurde, ob die Tiere spezifische T-Zellrezeptoren auf der
Oberfliche ihrer T-Zellen tragen, die in der Lage sind, das spezifische OVA Peptid 323-339 zu
erkennen. Dazu wurde genomische DNA aus der Schwanzspitze isoliert, die gewiinschte Sequenz
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR, engl.: polymerase chain reaction) vervielfiltigt und danach
elektrophoretisch ausgewertet.

Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte mit Hilfe des DNA Purification Kits von Promega. Der
Verdau des Gewebes und der RNA, die Fillung von Proteinen sowie die abschlieBende Fallung der
DNA wurden nach Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Erhaltene DNA-Konzentrationen
wurden photometrisch bestimmt. Jeweils 170 ng DNA in 20 pl Rehydration Solution wurden fiir die
PCR verwendet.

Mit Hilfe der PCR wurde das Vorhandensein des OVA-TCR Transgens in den verwendeten Miusen
nachgewiesen. Dazu wurden genspezifische Primer (Sequenz siehe 3.4.1.) verwendet. Als Kontrolle
erfolgte der Nachweis des sogenannten ,,housekeeping” Gens GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase). Die Amplifikation der Sequenzen erfolgte in mehreren Zyklen. Ein solcher Zyklus
wurde wie folgt durchgefiihrt:

95°C 1 Minute (Denaturierung)
55°C 1 Minute (Annealing)
72°C 1 Minute 3 Sekunden (Extension)

Solch ein Zyklus wurde 30-mal wiederholt und garantierte eine ausreichende Vervielféltigung der
gewiinschten DNA-Sequenz zur elektrophoretischen Auswertung. Die abschlieBende Extension
dauerte 10 Minuten bei 72°C.

Ein PCR Ansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

170 ng DNA in 20 pl 1 pl Sense-Primer

0,25 pl hitzestabile Taq Polymerase 1 ul Antisense-Primer
8 ul Green Go Taq ® Reaction Buffer 8 ul Magnesiumchlorid
1 pl Desoxynukleosidtriphosphate 20,75 ul Aqua dest.

Die Uberpriifung der vervielfiltigten DNA-Sequenzen erfolgte mit Hilfe einer Agarose-Gel-
Elektrophorese. Hierbei laufen die DNA-Fragmente durch ein 1,5 %-iges Agarose-Gel, das sich in
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einem elektrischen Feld befindet. Die negativ geladenen DNA-Fragmente bewegen sich dabei in
Richtung Positiv-Pol und trennen sich aufgrund unterschiedlicher Laufgeschwindigkeiten auf.
Kleinere Fragmente bewegen sich durch ihre geringere GroBe und des daraus resultierenden
geringeren Widerstandes schneller innerhalb des elektrischen Feldes als grofere Fragmente. Eine
Uberpriifung der FragmentgroBe erfolgt mittels DNA-Leiter, die als GroBenmarker mit definierten
Fragmentgrofen mitlduft. Die durch die PCR erhaltenen DNA-Proben wurden in kleine Taschen
innerhalb des 1,5 %igen Agarose-Gels pipettiert, dass mit 10 pl Ethidiumbromid versetzt war. Ein
Versetzen der Proben mit zusétzlichem Laufpuffer konnte vernachlissigt werden, da der PCR-Puffer
diesen schon beinhaltete. Die Trennung der DNA-Fragmente erfolgt bei 120 Volt Gleichstrom fiir ca.
60 Minuten. AbschlieBend wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert und analysiert.

4.2. Zellisolation

4.2.1. Organentnahme

Zur Gewinnung von Zellen wurden die Tiere mittels CO,-Begasung betdubt, durch zervikale
Dislokation getétet und seziert. Dazu wurde das Fell der M#use mit Alkohol desinfiziert und der
Bauch-Brust Bereich bis zum Kinnansatz mit einer sterilen Schere longitudinal gedffnet. Zervikale,
axilidre, mesenteriale, inguinale und kaudale Lymphknoten und die Milz (s. Abbildung 4.1.) wurden je
nach Versuchsablauf sorgfiltig mittels steriler Schere und Pinzette herauspripariert und in
Kulturmedium bis zur Weiterverarbeitung auf Eis aufbewahrt.

Nach Beendigung der verschiedenen OV A-spezifischen Kolitis Modelle erfolgte zusitzlich die sterile
Entnahme des Kolons. Der komplette Dickdarm wurde vom Anus bis zum Ceacum entfernt, der Lange
nach vermessen und mit Hilfe einer Praktica Luxmedia 5203 Digitalkamera fotografiert. Danach
wurde der Darm gesédubert und anschlieBend sowohl distal als auch proximal je ein ca. 2-3 mm langes
Stiick herausgeschnitten und in 4 % Paraformaldehyd fiir spitere histologische Untersuchungen fixiert.
Je nach Versuchsablauf wurden zusitzlich oder alternativ Stiicke des Dickdarmes in fliissigem
Stickstoff eingefroren und fiir immunhistologische und Immunfluoreszenz-Féirbungen verwendet. Der

Rest des Kolons wurde in gekiihltem Kulturmedium bis zur weiteren Analyse aufbewahrt.

4.2.2. Isolation von Lymphozyten aus Lymphknoten
Isolierte Lymphknoten wurden einzeln durch ein Zellsieb mit 40 pym Maschenweite mittels eines
Spritzenstempels gepresst und in Kulturmedium gewaschen. Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei

450 x g wurden die Zellen in 5 ml Kulturmedium aufgenommen und gezihlt. Es erfolgte ein Einstellen

der Zellen auf eine Konzentration von 2 x 10° Zellen pro ml Kulturmedium.
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zervikale LN

axilliare LN

Milz

mesenteriale LN

inguinale LN

kaudale LN

Abbildung 4.1.: Ubersichtzeichnung der entnommenen Lymphknoten (LN) und der Milz

4.2.3. Isolation von Splenozyten

Mit einer Schere zerkleinerte Milzstiicke wurden mittels eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb
(40 pm Maschenweite) gepresst. Anschlieend wurden die Zellen in Kulturmedium gewaschen und 5
Minuten bei 450 x g zentrifugiert. Die sedimentierten Milzzellen wurden 3 Minuten in einer adiquaten
Menge (5 ml je Milz) Erythrozyten Lysis Puffer (Raumtemperatur) inkubiert, gewaschen, 5 Minuten
bei 450 x g zentrifugiert, in 20 ml Kulturmedium aufgenommen und gezéhlt. Nach der Zihlung

erfolgte die Einstellung der Zellkonzentration auf 2 x 10° Zellen pro ml Kulturmedium.

4.2.4. Isolation von Lamina propria mononukleiren Zellen

Die verbliebene Darmstiicke wurden der Linge nach aufgeschnitten, von Fézes gereinigt, in einer
Petrischale mittels Skalpell zerkleinert und in 20 ml PBS aufgenommen. Nach einminiitiger
Zentrifugation bei 200 x g erfolgte das vorsichtige Abgieen des verbleibenden Fettes. Die restlichen
Darmstiicke wurden fiir 30 Minuten in 20 ml HBSS Medium + Zusiitze bei 37°C geschiittelt. Das
Medium wurde nach der Hilfte der Zeit gewechselt. Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 450 x g
wurde der Uberstand verworfen und die Darmstiicken in 10 ml Kollagenasemedium aufgenommen. Es
folgte eine Inkubation bei 37°C fiir 90 Minuten auf dem Schiittler. Die erhaltene Zellsuspension wurde
mit Hilfe einer Glaspipette iiber ein Zellsieb (70 pm Maschenweiten) in ein neues Tube iiberfiihrt und
mit 10 ml Kulturmedium gewaschen. Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 450 x g wurden die Zellen
in 5 ml Kulturmedium aufgenommen und mit 5 ml Percoll (100 %) unterschichtet. Es erfolgte eine

Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation bei 1200 x g fiir 20 Minuten. Der Fettring iiber der Interphase
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wurde vorsichtig entfernt und die Interphase (ca. 1 ml) in ein neues Tube iiberfithrt und mit 12 ml
Kulturmedium aufgefiillt. Nach 8-miniitiger Zentrifugation bei 650 x g wurden die Zellen erneut
gewaschen und in 2 ml Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden gezihlt und auf 2 x 10°

Zellen/ml Kulturmedium eingestellt.
4.3. Zellzihlung

Die Zellzdhlung erfolgte lichtmikroskopisch mittels Neubauer-Zihlkammer. Dazu wurden die Zellen
1:2 mit Trypanblau vermischt. Tote Zellen konnten durch Aufnahme dieses Farbstoffes identifiziert

werden und wurden bei der Zidhlung nicht beriicksichtigt.
4.4. Zellkultur und Sortierung
4.4.1. Zellkultur und Tu1-Zellpriming

1 x 10" OVA-TCR positive Lymphknotenzellen wurden mit 2 x 10’ Milzzellen in 15 ml Medium
gemischt. Dadurch entstand ein Verhiltnis von 1:3 zwischen antigen-prédsentierenden Zellen (APZ)
und T-Zellen. Die Stimulation der Zellen erfolgte durch Zugabe von 75pug OVA Peptid
(Endkonzentration=5 pg/mL) und 150 ng Interleukin (IL)-12 (Endkonzentration=10 ng/mL). Die
Zellkultur wurde unter sterilen Bedingungen inkubiert (37OC, 5% CO,-Gehalt, 95 % relative
Luftfeuchtigkeit). Ein Splitting der Zellen und Auffiillen mit neuem Kulturmedium erfolgte nach 3
Tagen.

Nach 6 Tagen wurden die Zellen in Kulturmedium gewaschen und 10 Minuten bei 450 x g
zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet wurde in 20 ml Kulturmedium aufgenommen und mit 20 ml
Ficoll unterschichtet. Da die Dichte von Ficoll identisch ist mit der von Lymphozyten und Monozyten
kann mittels Dichtegradienten-Zentrifugation diese Zellpopulation gewonnen werden. Sie werden
wihrend der 25-miniitigen Zentrifugation bei 1200 x g in der Interphase angereichert und als weil3-
gelblicher Ring sichtbar. Erhaltene Leukozyten wurden vorsichtig abgenommen, mit Medium
aufgefiillt und erneut bei 650 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in
einer adaquaten Menge Kulturmedium (ca. 30 ml) aufgenommen und gezihlt.

Eine Kontrolle der Antigen-Spezifitit (OVA-TCR positiv) erfolgte mit Hilfe des Durchfluss-
zytometers (siehe 4.6.1.) und zeigte, dass die nach der Kultur erhaltenen T-Zellen zu 85-90 % OV A-
TCR positiv waren. Der Nachweis, dass die Zellen Lymphozyten des Helferzell-Typs 1 waren,
erfolgte mittels Interferon (INF)-y ELISA (siehe 4.6.2.) mit einem durchschnittlichen Wert von 2081,4
+ 350,7 pg/ml IFN-y in der Zellkultur am Ende der Kultivierungszeit.

Nach 6 Tagen Stimulation hatte innerhalb der Zellkultur nur ein geringer Teil der APZ Population
iiberlebt. Durchflusszytometrische Analysen (siehe 4.6.1.) zeigten, dass der Anteil an Makrophagen
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(CD14 positiv) ca. 2 % betrug. Der Transfer von antigen-prisentierenden Zellen ist auch zu
vernachlédssigen, wenn mit Tieren gearbeitet wurde, die den gleichen genetischen Hintergrund haben,
wie z.B. bei DO11.10 und Balb/c Wildtyp Maiusen. Der Unterschied zwischen diesen Stammen
besteht nur im prozentualen Anteil an OV A-spezifischen TCR. Wurden jedoch als Zellspender oder
Empfinger CD44v7-/- Mause verwendet, dann erfolgte, je nach Versuchsansatz, die zusitzliche

Sortierung der erhaltenen Ty1 Zellkulturen zu einer reinen CD4" Population (siehe 4.4.2.).

4.4.2. CD4* Zellsortierung

CD4" T-Zellen konnen relativ schnell und einfach mit Hilfe von magnetischen Wechselwirkungen,
dem sogenannten magnetic-activated cell sorting (MACS®), aufgereinigt werden. Dabei werden
antikorper-konjugierte Magnetpartikel, so genannte Microbeads, verwendet, die sich an die
spezifischen Zellen binden. So markierte Zellen werden dann iiber eine Trennsdule gegeben, die sich
im Magnetfeld eines Hochleistungsmagneten befindet. Dadurch entsteht ein magnetisches Feld, das
die Zellen mit haftenden Microbeads beim Hindurchlaufen zuriickhilt. Unmarkierte Zellen
durchlaufen ungehindert die Siule (Negativfraktion). Die spezifisch markierten Zellen konnen
auflerhalb des Magnetfeldes durch Elution gewonnen werden. Aufbereitete Lymphknoten- und
Milzzellen bzw. Zellen der Tyl-Kultur wurden gewaschen und 1x 10° Zellen in 1ml PBS
aufgenommen. Diese wurden mit 100 ul CD4" Microbeads pro ml Zellsuspension vermischt und 15
Minuten bei 4-8°C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen gewaschen und maximal 4 x 107 Zellen
in 3 ml MACS-Puffer aufgenommen. Jede MACS-Separationssdule (Grofle: LS) wurde mit 3 ml
MACS-Puffer equilibriert bevor die 3 ml Zellsuspension zugefiihrt wurde. Danach wurden 5 ml reiner
MACS-Puffer durch die Sdule gefiihrt um die Negativfraktion herauszuwaschen. Nach Entfernen der
Trennsiule aus dem Magnetfeld wurde die CD4" T-Zellfraktion mit 5 ml MACS-Puffer eluiert. Diese
Suspension wurde fiir 5 Minuten bei 450 x g zentrifugiert, in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und

gezahlt.

4.4.3. CFSE-Markierung

5-(6-) Carboxy-Fluorescein-Diacetate-Succinimidylester (CFSE) ist ein Fluoreszenz-Farbstoff mit
dem Aussagen iiber die Proliferation gesunder Zellen getroffen werden konnen. Das Fluoreszein-
Derivat kann passiv die Zellmembran passieren und fluoresziert nicht. Nachdem es in eine Zelle
diffundiert ist, werden die Azetat-Gruppen des CFSE innerhalb des Zytoplasmas durch zelluldre
Esterasen abgespalten. CFSE kann nun nicht mehr durch die Zellmembran diffundieren und
fluoresziert. Bei jeder Teilung der Zelle wird der Farbstoff gleichmiBig auf die Tochterzellen verteilt.
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie lésst sich erkennen, wie oft und wie stark sich eine Zellpopulation

geteilt hat. Dies wird anhand verschiedener Banden im FACS-Histogramm sichtbar.
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Erhaltene CD4" Zellen wurden zweimal in reinem RPMI 1640 Medium gewaschen. Je
1x 10" Zellen wurden in 1 ml CFSE-Losung fiir 10 Minuten in Dunkelheit inkubiert (RT).
Anschliefend wurden die Zellen zweimal in 10 ml Kulturmedium gewaschen und nach einer weiteren

Zentrifugation bei 450 x g fiir 5 Minuten in 5 ml Kulturmedium aufgenommen und gezihlt.

4.5. Tierbiologische Arbeiten

4.5.1. Ovalbumin Priisentation im Darm

Um den Darm zu reinigen, wurden 300 pul PBS intrarektal mit Hilfe eines GefidBkatheters fiir die
Umbilikalvene des Embryos in den Darm von Balb/c Wildtyp, DO11.10 und CD44v7-/- Méuse
verabreicht.

Ovalbumin (OVA)- FITC wurde anschlieBend in verschiedenen Konzentrationen (50 ug und 100 pg)
in 200 ul PBS mit Hilfe eines weiteren Katheters intraluminal appliziert. Die Toétung der Méuse und

Entnahme des Dickdarmes erfolgte 10 min, 30 min bzw. 18 Stunden nach OV A- FITC Gabe.

4.5.2. Induktion von oraler Toleranz

5x 10° DO11.10 CD4" Zellen bzw. 5 x 10° CD44v7-deletierte OVA-TCR positive CD4" Zellen
wurden in 200 ul PBS aufgenommen und in Balb/c Wildtyp bzw. CD44v7-/- Méuse transferiert
(intraperitoneale Injektion; d0). Daraus ergaben sich vier Untersuchungsgruppen mit mindestens vier
Tieren je Versuch. Ein Schema des experimentellen Ansatzes ist in Abbildung 4.2. dargestellt. Die
Hiilfte der Tiere jeder Untersuchungsgruppe wurden von Tag 1 bis Tag 5 mit jeweils 20 mg OVA in
200 ul PBS gefiittert. Dies erfolgte mit Hilfe einer sterilen metallischen Schlundsonde, die vorsichtig
in den Rachenraum der Miuse eingefiihrt wurde, um das Schlucken der vollstindigen Menge des
OVA Proteins zu garantieren. Der anderen Hilfte der jeweiligen Versuchstiergruppe wurden 200 pl
PBS mittels Schlundsonde oral appliziert (Kontrollen). Am Tag 6 wurden alle Méuse mit 400 pg OVA
Peptid immunisiert. Dieses wurde in 100 ul einer 1:1 Emulsion von PBS:IFA aufgelost und subkutan
in die Schwanzwurzel injiziert. IFA ist eine Emulsion aus Mineraldlen und Wasser ohne
Mykobakterien-Bestandteile, die die zellvermittelte Immunantwort stimuliert. Sieben Tage nach
erfolgter Immunisierung wurden die Versuchstiere getdtet und mesenteriale, inguinale und kaudale
Lymphknoten entnommen. Diese wurden in Kulturmedium auf Eis bis zur weiteren Analyse

aufbewahrt.
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Zellspender Zellspender
DO11.10 CD4* CD44v7-/- OVA tg CD4"
Zellempfinger Zellempfinger Zellempfinger Zellempfinger
Balb/c CD44v7-/- Balb/c CD44v7-/-
gefittert Kon-  gefiittert Kon- gefiittert Kon-  gefiittert Kon-
Tag1-5 trolle Tag1-5 trolle Tag1-5 trolle Tag1-5 trolle

Immunisierung Tag 6, Tétung und Zellisolation Tag 13

Abbildung 4.2.: Versuchsaufbau zur Induktion oraler Toleranz in Balb/c Wildtyp und CD44v7-/-
Miiusen
T-Lymphozyten wurden aus DO11.10 bzw. CD44v7-/- OVA tg Mdiusen isoliert, zu
einer reinen CD4" Population sortiert und in Balb/c Wildtyp bzw. CD44v7-/- Miuse
transferiert. Die Hélfte der Maduse wurde am Tag 1 und 5 mit 20 mg OV A in 200 pl
PBS gefiittert, wihrend die andere Hilfte nur 200 ul PBS erhielt. Alle Tiere wurden
am Tag 6 mit 400 ug OVA Peptid immunisiert und am Tag 13 getotet.

4.5.3. Induktion einer DTH und Ohrschwellmessung

Zur Uberpriifung der Induktion von oraler Toleranz wurde eine DTH (engl.: delayed type
hypersensitivity) induziert. Dazu wurden 200 ug OVA in die linke Ohrmuschel injiziert. Das Protein
war gelost in 50 ul einer 1:1 Emulsion von PBS:IFA. Als Kontrolle diente die Injektion von 50 pl
PBS:IFA in die rechte Ohrmuschel. Sowohl vor der Applikation des Proteins als auch 24 Stunden
danach, wurde die Ohrdicke mit Hilfe eines Oditest Lingenmessgerites der Firma Kroeplin
(Schliichtern, Deutschland) bestimmt. Der Messbereich dieses Gerites liegt bei 0-10 mm, die

Skalenunterteilung bei 0,01 mm.

4.5.4. Induktion der OVA-spezifischen Kolitis

Zur Induktion einer OV A-spezifischen Kolitis wurden je 1 x 10’ DO11.10 Tyl Zellen in 200 ul PBS
aufgenommen und in Balb/c Wildtyp Miuse transferiert (intraperitoneale Injektion; d0). Am Tag 1
wurden 100 pl Ethanol (50 % in sterilem Wasser) mit Hilfe eines GefidB8katheters intrarektal in den
Darm verabreicht. 2 Stunden nach der Ethanol-Behandlung erhielten die Méuse ebenfalls intrarektal
mittels eines neuen Katheters 40 mg OVA, das in 200 pl PBS aufgelost war. Kontrollgruppen
erhielten 40 mg BSA gelost in 200 ul PBS. Diese Prozedur wurde am Tag 4 wiederholt. Um den
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Krankheitsverlauf der Tiere zu untersuchen, wurde das Gewicht der Tiere wihrend des gesamten

Versuchsverlaufs mit einer Standardwaage gemessen. Die Versuchstiere wurden am Tag 6 getotet.

4.5.4.1. OVA-spezifische Kolitis im Langzeitversuch

Um zu untersuchen wie lange eine OV A-spezifische Kolitis aufrechterhalten werden kann, wurden
zwei verschiedene Ansitze verfolgt. In einem ersten Ansatz wurde eine OV A-spezifische Kolitis wie
in 4.5.4. beschrieben induziert und weitere Versuchstiere zusétzlich zu Tag 6 an den Tagen 8, 10, 13
und 16 getétet. In einem zweiten Ansatz wurden 1 x 10’ DO11.10 Ty1 Zellen in 200 ul PBS am Tag 0,
6 und 12 intraperitoneal in Balb/c Wildtyp Méuse injiziert. Die Induktion der Kolitis erfolgte am Tag
1, 4,7, 10, 13, 16 und 18. Dazu wurden 100 ul EtOH (50 % in sterilem Wasser) mit Hilfe eines
Nabelgefidflkatheters intraluminal in den Darm appliziert. Zwei Stunden spiter erfolgte die Gabe von
40 mg OVA in 200 ul PBS. Kontrolltiere erhielten 100 ul 50 % EtOH und 40 mg BSA gel6st in
200 ul PBS. Die Tiere wurden am Tag 19 getotet.

4.5.4.2. OVA-spezifische Kolitis in CD44v?7 -/- Tieren

Um die Rolle von CD44v7 wihrend der OV A-spezifischen Kolitis zu untersuchen, wurden sowohl
CD44v7-deletierte OVA-TCR positive Tyl Zellen in Balb/c Wildtyp bzw. CD44v7-/- Miuse oder
DO11.10 Tyl Zellen in CD44v7-/- Miuse transferiert. Dabei wurden 1 x 10 Zellen in 200 ul PBS pro
Empfingertier intraperitoneal am Tag O injiziert. Die Zellen wurden entweder direkt nach der
Zellkultur (siehe 4.4.1.) transferiert oder wie in 4.4.2. beschrieben iiber Mikro-Beads zusitzlich zu
einer reinen CD4" Population sortiert und dann injiziert.

Die Induktion der OVA-spezifischen Kolitis erfolgte wie zuvor beschrieben (s.4.5.4.) durch
intrarektale Gabe von 100 ul EtOH (50 % in sterilem Wasser) und 2 Stunden spiter 40 mg OVA
gelost in 200 ul PBS am Tag 1 und 4. Kontrollgruppen erhielten EtOH und BSA. Die To6tung der
Tiere erfolgte am Tag 6.

4.5.4.3. OVA-spezifische Kolitis und orale Toleranz

1 x 10’ DO11.10 Tyl Zellen bzw. 1 x 10’ CD44v7-deletierte OVA-TCR positive Tyl Zellen wurden
am Tag 0 mittels intraperitonealer Injektion in Balb/c Wildtyp Mdiuse transferiert. Kolitis wurde am
Tag 1 und 5, wie zuvor beschrieben (siehe 4.5.4.), mittels intrarektaler Gabe von EtOH und OVA
induziert. Kontrollgruppen erhielten dquivalente Mengen EtOH und BSA. Die Induktion von oraler
Toleranz erfolgte durch tédgliche Fiitterung von 20 mg OVA aufgelost in 100 ul PBS. Die orale Gabe

von OVA erfolgte zwischen Tag 2 und 4. Die Proteinlosungen wurden mittels einer sterilen
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metallischen Schlundsonde oral appliziert. Die Tétung der Tiere erfolgte jeweils einen Tag nach der

zweiten Kolitis-Induktion (Tag 6).

4.5.4.4. OVA-spezifische Kolitis und Modulation durch M1.1 und
Galektin-2

M1.1 ist ein Fusionsprotein aus humanem IgM und den murinen CD44 Varianten v1-v10. Galektin-2
(Gal-2) gehort zur Familie der B-Galaktosidase-bindenden Tierlektine. Es wird angenommen, dass
Galektine bedeutende Regulatoren der Immunzell-Homdostase sind und unter anderem auf die
Zellproliferation, Zelladhésion und den Zelltod regulierend einwirken (Paclik et al., 2008).

Nach Transfer von 1 x 10’ DO11.10 Tyl Zellen erfolgte die Induktion der OV A-spezifischen Kolitis
in Balb/c Wildtyp Miusen wie in 4.5.3. beschrieben am Tag 1 und 5 durch intraluminale Applikation
von EtOH und OVA. BSA fungierte als Kontrolle. 200 pg M1.1 gelost in 100 ul PBS wurden 2x
tiglich alle 12 Stunden intraperitoneal injiziert. Die intraperitoneale Injektion von Gal-2 (1 mg/kg
Korpergewicht) gelost in 100 pl isotonischer Kochsalzlosung erfolgte ebenfalls alle 12 Stunden. Als
zusitzliche Kontrolle diente die Injektion von 100 ul PBS bzw. isotonischer Kochsalzlosung. Die

Behandlung der Tiere erfolgte von Tag 2 bis 4. Die Miéuse wurden am Tag 6 getotet.

4.6. Immuntechnologische Arbeiten

4.6.1. Durchflusszytometrie

Zellen unterscheiden sich unter anderem aufgrund der Expression verschiedener Oberflichenantigene
sowie von Antigenen innerhalb der Zelle. Diese konnen mit Hilfe von fluoreszenz-markierten
Antikorpern in einem fluoreszenz-aktivierten Zellsorter (fluorescence-activated cell sorter, FACS)
aufgetrennt und analysiert werden.

Die Auftrennung der Zellen erfolgte innerhalb des 4 Farben Laser Durchflusszytometers
FACSCalibur, die Analyse mit Hilfe von CellQuest™ Software der Firma BD Biosciences
(Heidelberg, Deutschland). Das Durchflusszytometer verfiigt iiber einen 630 nm Dioden Laser und
einen 488 nm Argonlaser, der Aussagen iiber bis zu sechs verschiedene Parameter erlaubt, dazu
gehoren ZellgroBe und Granularitdt (FSC und SSC) und vier Fluoreszenzparamter (Tabelle 4.1.).

4 x 10° Zellen in 100 ul PBS wurden pro Napf in eine 96 Napf Platte pipettiert und mit FACS-Puffer
gewaschen. Monoklonale Antikorper gegen CD4, CD11b, CD11c, CD14, CD25 und/oder OVA-TCR
(KJ1-26) wurden je nach Untersuchungsansatz nach den Angaben des Herstellers verdiinnt, 100 pul
appliziert und fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 100 ul FACS Puffer.
Wurden biotinylierte Antikorper verwendet, musste in einem zweiten Schritt mit einer fluoreszenz-

markierten Nachweis-Reagenz gegengefirbt werden. Dazu wurden 100 ul Streptavidin-APC, -PE oder
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-PerCP in entsprechender Konzentration fiir weitere 15 Minuten bei 4 °C zusammen mit den Zellen
inkubiert. Nach einem abschlieBenden Waschschritt, wurden die Zellen in 300 ul FACS Puffer

resuspendiert und im FACSCalibur analysiert.

Tabelle 4.1.: Fluoreszenzparameter des FACSCalibur mit entsprechenden Fluorochromen und
deren Absorptions- und Emissionsmaxima

Fluoreszenz Verwendete Fluorochrome Absorptions- Emissions-
Maximum Maximum

FITC (Fluorescein-5-isothiocyanat) 495 518

1 CFSE (5-(und 6-) Carboxy-Fluorescein-Diacetat- 495 518

Succinimidylester)

2 PE (Phycoerythrin) 488 575

3 PerCP (Peridinin-Chlorophyll-Protein-Complex) 490 675

4 APC (Allophycocyanin) 640 660

Die Bestimmung des Transkriptionsfaktors FoxP3 erfolgte mit Hilfe des FoxP3 staining Kits der
Firma eBioscience (San Diego, USA). Alle benétigten Reagenzien waren in dem Kit enthalten, und
die Verdiinnung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Gegen die Oberflichenantigene CD4 bzw.
CD25 und OVA-TCR vorgefirbte Zellen wurden iiber Nacht (max.18 Stunden) mit Fixations-
Permeabilisations-Puffer fixiert. Zweimaliges Waschen mit Permeabilisations-Puffer machte die
Zellen durchlissig fiir den fluoreszenz-markierten Antikorper. Ein monoklonaler PE-markierter Ratte-
anti-Maus FoxP3-Antikorper wurde entsprechend den Herstellerangaben verdiinnt, auf die Zellen
pipettiert und fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach erneutem Waschen mit 200 ul

Permeabilisations-Puffer wurden die Zellen in 300 ul FACS Puffer aufgenommen und analysiert.

4.6.2. Nachweis sezernierter Zytokine durch enzymgekoppelte
Immunadsorptionstests (ELISA)

Enzymgekoppelte Immunadsorptionstests (enzym-linked immunosorbent assay, ELISA) werden
eingesetzt, um sezernierte Antikorper und Antigene mit hoher Genauigkeit und Spezifitit
nachzuweisen. Um zu untersuchen, welche Zytokine sezerniert wurden, erfolgte die Inkubation von
isolierten Lymphozyten (2 x 10° Zellen pro ml) aus Lymphknoten bzw. Kolon oder von zerkleinerten
Darmstiicken als Organkultur iiber Nacht bei 37 °C, 5 % CO,und 95 % relative Luftfeuchtigkeit. Dazu
wurde jeweils 1 ml Zellsuspension bzw. Organkultur mit 5 ug OVA Peptid versetzt. Uberstinde
wurden nach erfolgter Zentrifugation (2000 x g, 5 Minuten) abgenommen und bei -20 °C bis zur

weiteren Analyse aufbewabhrt.
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Zum Nachweis von sezernierten Zytokinen wurden so genannte Sandwich - ELISAs verwendet. Die
Detektion von IFN-y, IL-10 und IL-17 erfolgte mit Hilfe von Kits der Firma BD (Heidelberg,
Deutschland) oder eBioscience (San Diego, USA). Der Ablauf und die verwendeten Konzentrationen
erfolgten nach Angaben des Hersteller-Protokolls. Alle Inkubationsschritte wurden in einer feuchten
Kammer durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurden 100 ul des gereinigten Antikdrpers gegen das
entsprechende Zytokin in Beschichtungspuffer (Verdiinnung: 1:250) pro Napf in eine 96 Napf NUNC
MaxiSorp™ Platte pipettiert. Diese wurden iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Uberschiissige Antikorper
wurden in fiinf Waschschritten mit jeweils 200 ul Waschpuffer entfernt. Eine Absittigung der freien
Bindungsstellen auf dem Kunststofftriager erfolgte durch 200 pul/Napf Assay-Diluent fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur. Es folgten weitere fiinf Waschschritte mit 200 ul Waschpuffer pro Napf. Jeweils
100 pl Standard bzw. 100 ul Probe wurden pro Napf pipettiert und anschlieBend 2 Stunden bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platte wurde fiinfmal mit Waschpuffer
(100 pl/Napf) gewaschen und mit 100 pl/Napf biotinylierten Detektions-Antikorper (Verdiinnung in
Assay-Diluent: 1:250) befiillt. Die Inkubation erfolgte eine Stunde bei RT. Um eine hohe Spezifitét zu
garantieren, richtete sich der zweite anti-Zytokin-Antikorper gegen ein anderes Epitop als der
erstgebundene. Es erfolgte ein fiinfmaliges Waschen mit 200 ul Waschpuffer pro Napf. 100 pl
Peroxidase-markiertes-Avidin (Verdiinnung in Assay-Diluent: 1:250) wurden pro Napf pipettiert und
30 min bei RT inkubiert. Die Népfe wurden zehnmal mit Waschpuffer gewaschen. Anschlieend
wurden 100 pl/Napf Substratlosung (1:1 Mischung der Substratreagenzien A und B von BD
OptEIA™ [BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland]) appliziert und fiir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit 50 pul/Napf 1M H,SO, gestoppt. Die Messung der Absorption
erfolgte mit Hilfe des ELISA-Reader Spectra Mini AP (TECAN Deutschland GmbH, Crailsheim,

Deutschland) bei 450 nm mit einer Referenz von 620 nm.

4.6.3. Haematoxylin & Eosin Fiarbung und Bestimmung des

Entziindungsgrades (Scoring)

Die 2-3 mm langen in Paraformaldehyd fixierten Darmstiicke wurden in Paraffin eingelegt und
geschnitten. Nach Uberfithrung der ca. 2 um dicken Schnitte auf einen Objekttriiger erfolgte die
Féarbung mit Haematoxylin & Eosin. Dazu wurden die Schnitte in saurem Haematoxylin gefirbt und
anschlieBend unter flieBendem Leitungswasser gebldut und mit Aqua dest. gespiilt. Es folgte die
Féarbung mit 1 %-iger Eosinlosung und ein weiterer Waschschritt mit Aqua dest.. Nach Entwésserung
der Schnitte erfolgte das Eindeckeln. Mit Hilfe dieser Férbetechnik werden Zellkerne dunkelblau bis
violett und zytoplasmatische Bestandteile rosa bis rot gefirbt. Die Bildaufnahme der geférbten
Darmquerschnitte erfolgte mit Hilfe des BZ-8000K Mikroskops der Firma Keyence (Neu-Isenburg,
Deutschland).
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Der Grad der Entziindung wurde unter Verwendung eines modifizierten Scoring-Schemas nach

Asseman et al. [2003] bestimmt (Tabelle 4.2.).

Tabelle 4.2.: Scoring Schema zur Bestimmung des Entziindungsgrads
Modifiziert nach Asseman et al. [2003].

Score (Grad der Merkmale des Darmes

Entziindung)
0 Keine Entziindung, keine Veridnderungen des Darmes
1 Vereinzelte Zellinfiltrate innerhalb der Mukosa; keine epitheliale Hyperplasie
’ Leic;ht zerstreute bis diffuse Zellinfiltrate innerhalb der Mukosa und Submukosa;
beginnender Verlust von Becherzellen
3 Zellinfiltrate innerhalb der Mukosa, Submukosa und manchmal transmural;

epitheliale Hyperplasie, Verlust von Becherzellen

Zellinfiltrate innerhalb der Mukosa, Submukosa und transmural; schwere
4 Entziindungen des Darmes; Verlust von Becherzellen; Verlust von Krypten;
Ulzeration; schwere epitheliale Hyperplasie

4.6.4. Immunhistochemische Fiarbung

Die in Stickstoff eingefrorenen Darmstiicke wurden in 3-4 pm dicke Stiicke geschnitten und auf einen
Objekttriiger iiberfiihrt. Zur Uberpriifung antigen-spezifischer regulatorischer T-Zellen wurde ein
biotinylierter Maus-Anti-Maus OVA-TCR Antikorper 1:1000 mit RPMI 1640 verdiinnt, 100 pl auf die
Objekttriger appliziert und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.
Anschlieend erfolgte ein Waschschritt mit TBS. Zur Detektion des Antikorpers wurden die Schnitte
fiir 30 Minuten mit Streptavidin-Alkaline-Phosphatase (Dako REAL™ Detection System K5005) bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die Objekttrager mit TBS gespiilt. Es folgte eine 4-
miniitige Inkubation mit dem ABC-Entwickler desselben Dako Kits.

Die Schnitte wurden nun fiir eine Stunde in 4 %-igem Formalin inkubiert, danach durch eine
aufsteigende Alkoholreihe entwissert und eine Stunde bei 65°C im Brutschrank getrocknet.
Anschlieend wurden die Objekttriager 2 Minuten lang im Schnellkochtopf (mit Druck) in Citratpuffer
(pH 6) gekocht. Es folgte eine 10-miniitige Inkubation mit 3 % H,0, zur Blockierung der endogenen
Peroxidase. Ein  unmarkierter  Ratte-anti-Maus  FoxP3-Antikorper wurde  1:100  mit
Verdiinnungsmedium (Dako REAL™ Antibody Diluent S$2022) verdiinnt, auf die Objekttriger
gegeben und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit
TBS, wurden 100 pl des biotinylierten Hase-anti-Ratte-Ig-Antikorper (1:200 in Verdiinnungsmedium)

auf die Schnitte pipettiert und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion des
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Antikorpers erfolgte anschlieBend durch eine 1-stiindige Inkubation mit einem peroxidase-markierten
Polymer, das an einen Ziege-anti-Hase-Antikorper gebunden ist (DakoCytomation EnVision +
System-HRP K4003). Danach erfolgte eine S5-miniitige Inkubation mit dem Dako REAL™
DAB + Chromogen Entwickler (Dako REAL™ Detection System K5001). AbschlieBend wurden die
Objekttriger mit Aqua dest. gespiilt, 1 Minute mit Haematoxylin gegengeférbt, in Leitungswasser
gebldut und mit Glyceringelatine und Deckglas eingedeckt. Bilder solch geférbter Schnitte wurden mit
Hilfe eines ,,Zeiss Imager Z1 Axio*- Mikroskops aufgenommen und anschlieBend mittels AxioVision-
Software der Firma Carl Zeiss Microlmaging GmbH (Berlin, Deutschland) analysiert. Einfach- und
doppelpositive Zellen wurden je HPF (engl.: high power field) gezéhlt. Als HPF wurde das
Gesichtsfeld im Mikroskop definiert, das bei grofiter Vergroerung (x 400) zu erkennen war.

4.6.5. Immunfluoreszenz-Farbung

Fir die Untersuchungen zur Immunfluoreszenz wurden in Stickstoff eingefrorene Darmstiicke
geschnitten (4 um Dicke) und auf Objekttriger iiberfiihrt. Ein unmarkierter Antikorper gegen F4/80
wurde 1:50 mit RPMI 1640 verdiinnt, auf die Schnitte appliziert und 30 Minuten inkubiert. Es folgte
ein Waschschritt mit TBS und eine Inkubation mit 100 pl eines mit Alexa555-konjugierten Ziege-anti-
Ratte-Antikorpers (1:100 in 0,5 % TNB). AnschlieBend wurden die Schnitte mit TBS gewaschen,
dann 3 Minuten mit DAPI (1:1500 in TBS ohne Tween) inkubiert. So gefirbte Schnitte wurden in
Fluoromount-G eingedeckt. Die Bilder wurden mit einem ,,Zeiss Imager Z1 Axio*- Mikroskop
aufgenommen und mit Hilfe der AxioVision-Software (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Berlin,

Deutschland) analysiert.

4.7. Statistische Analyse

Erhaltene Daten sind grundsitzlich als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Zur
Vereinheitlichung einzelner Experimente werden die Prozentzahlen erhaltener OVA-TCR positiver
Zellen als standardisierte Ratio der negativen Kontrollgruppen wiedergegeben. Um standardisierte
Werte zu erhalten und einzelne Experimente zu vergleichen, wurde die (geringste) prozentuale Anzahl
dieser Kontrollgruppe bzw. der Negativgruppe auf 1 und alle anderen Werte ins Verhiltnis dazu
gesetzt.

Die statistische Signifikanz zwischen behandelten und Kontrollgruppen wurde mittels Varianzanalyse

bestimmt. Unterschiede wurden als statistisch signifikant erachtet, wenn p < 0,05 ergab.
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5. Ergebnisse

5.1. Ovalbumin (OVA) wird von mukosalen antigen-priasentierenden

Zellen aufgenommen

Um die Prisentation von Ovalbumin (OVA) zu untersuchen, wurde mit FITC gekoppeltes OVA
(OVA-FITC) intrarektal verabreicht, der Dickdarm zu verschiedenen Zeitpunkten isoliert und
aufgearbeitete Lamina propria mononukleédre Zellen (LPMC, engl.: lamina propria mononuclear cells)
durchflusszytometrisch analysiert. Eine zusitzliche Firbung mit Hilfe eines Ratte-anti-Maus CD11b-
Antikorpers zeigte, dass schon 10 Minuten nach Verabreichung von OVA-FITC intrarektal eine
Anlagerung des Antigens an die antigen-prisentierenden Zellen, wie Makrophagen und Dendritischen
Zellen, stattfindet (Abbildung 5.1.1.). Dies konnte auch noch 18 Stunden nach Verabreichung des
markierten Proteins beobachtet werden. Bei verschiedenen Konzentrationen des Antigens (50 bzw.
100 pg je 200 ul PBS; Abbildung 5.1.2.) bzw. zwischen den einzelnen Versuchstieren konnten keine
Unterschiede beobachtet werden. Balb/c Wildtyp, DOI11.10 und CD44v7-/- Maduse zeigten
geringfiigige, nicht signifikante Unterschiede in den Prozentzahlen der doppel-positiven
CD11b/OVA-FITC markierten Zellen (Abbildung 5.1.3.). Weitere Analysen zeigten, dass 8-30% der
OVA-FITC markierten Zellen CDI11c positiv waren (Daten nicht gezeigt). Eine unspezifische
Anlagerung des fluoreszenz-markierten Antigens an die Zellen konnte durch die aufwendige

mehrstiindige Isolationsprozedur und die vielfachen Waschschritte weitgehend ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 5.1.1.: Analyse der LPMC nach intrarektaler OVA-FITC Behandlung zu verschiedenen
Isolationszeitpunkten
50 ug OVA-FITC in PBS wurde intrarektal in Balb/c Wildtyp appliziert und der Darm nach 10
min (A), 30 min (B) und 18 Stunden (C) isoliert. Die LPMC-Firbung erfolgte mit einem Ratte-
anti-Maus CD11b-PE-Konjugat. Die Analyse erfolgte mittels FACSCalibur und CellQuest™
Software (BD Bioscience) (Gate auf OVA-FITC pos. Zellen). Gezeigt ist ein repridsentatives
Experiment aus drei.
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Abbildung 5.1.2.:
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Analyse von LPMC nach intrarektaler OVA-FITC Behandlung in verschiedenen
Konzentrationen

50 pg (A) bzw. 100 pg (B) OVA-FITC in PBS wurde intrarektal in Balb/c Wildtyp appliziert und
der Darm nach 30 min isoliert. Die LPMC-Firbung erfolgte mit einem Ratte-anti-Maus CD11b-
PE-Konjugat. Die Analyse erfolgte mittels FACSCalibur und CellQuest™ Software (BD
Bioscience) (Gate auf OVA-FITC pos. Zellen). Gezeigt ist ein reprisentatives Experiment aus
drei.
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Abbildung 5.1.3.:

OVA-FITC

Analyse von LPMC nach Applikation von OVA-FITC in verschiedenen Versuchstieren

50 pug OVA-FITC in PBS wurden intrarektal in Balb/c Wildtyp (A), DO11.10 (B) und
CD44v7-/- (C) Méuse appliziert und der Darm nach 30 min isoliert. Die LPMC-Firbung erfolgte
mit einem Ratte-anti-Maus CD11b-PE-Konjugat. Die Analyse erfolgte mittels FACSCalibur und
CellQuest™ Software (BD Bioscience) (Gate auf OVA-FITC pos. Zellen). Gezeigt ist ein
repriasentatives Experiment aus drei.

Die Immunfluoreszenz-Fiarbung mit einem Ratte-anti-Maus F4/80-Antigen-Antikorper, der spezifisch

Makrophagen anfirbt, sollte bestitigen, dass es sich bei den Zellen, die OVA-FITC anlagern, um

antigen-prasentierende Zellen handelt. Wie in Abbildung 5.1.4. zu sehen, war es moglich, einzelne

doppelt-positive Zellen innerhalb der Lamina propria (LP) zu detektieren, die sowohl F4/80 auf ihrer
Oberfliche aufwiesen als auch OVA-FITC gebunden hatten.
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Abbildung 5.1.4.: Mukosale Aufnahme von OVA-FITC
OVA-FITC in PBS wurde intrarektal Balb/c Wildtyp Méusen appliziert. Nach 30 min wurde der
Darm isoliert. Angefertigte Darmschnitte wurden mit dem Fluoreszenz-Farbstoff DAPI (blau)
und einem Ratte-anti-Maus F4/80-Antigen-Antikorper (rot) gefiarbt. Die Schnitte wurden mittels
,.Zeiss Imager Z1 Axio*- Mikroskop und der AxioVision-Software (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH) analysiert und fotografiert.

5.2. Induktion von oraler Toleranz in Wildtyp und CD44v7-/- Mausen

Zur Untersuchung der oralen Toleranz wurden DO11.10 CD4" bzw. CD44v7-deletierte OVA-T-
Zellrezeptor (OVA-TCR) positive CD4" Zellen in Balb/c Wildtyp bzw. CD44v7-/- Miuse transferiert.
Nach erfolgter Toleranzinduktion durch Fiitterung mit dem spezifischen Antigen OVA und
anschlieender Immunisierung mit OVA erfolgte die Untersuchung der Zellen von kaudalen,
mesenterialen und inguinalen Lymphknoten zur Bestimmung der oralen Toleranz. Durch Fiitterung
des spezifischen Antigens OVA konnte in jeder Versuchsgruppe eine signifikante Reduktion der
OVA-TCR positiven Zellen innerhalb der kaudalen Lymphknotenzellpopulation erreicht werden. Die
Fiitterung mit OV A verhinderte die Zunahme der OVA-TCR positiven T-Zellen nach Immunisierung
mit dem spezifischen Antigen. Die ungefiitterten Tiere zeigten signifikant mehr antigen-spezifische T-
Zellen innerhalb der kaudalen Lymphknoten (Abbildung 5.2.1.). Um alle Versuchsreihen miteinander
vergleichen zu konnen, wurde der kleinste prozentuale Wert der Kontrollgruppe auf 1 gesetzt und die
anderen Werte in Relation dazu berechnet. Die Werte aller Versuche finden sich im Anhang Tabelle
9.1.. Bemerkenswerterweise beeinflusste die Deletion von CD44v7 in den Donor-T-Zellen ebenso
wenig wie die Deletion im Empféangertier nicht die Antigen-Reaktivitit der OVA-TCR positiven T-
Zellen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der OVA-TCR positiven Zellen
innerhalb der mesenterialen und inguinalen Lymphknoten-Zellpopulation festgestellt werden. Die
Anzahl der OVA-TCR positiven Zellen innerhalb dieser Lymphknoten war zudem sehr gering (Daten
nicht gezeigt).
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Abbildung 5.2.1.:  Vergleich der prozentualen Anzahl reisolierter OVA-TCR pos. T-Zellen aus Balb/c Wildtyp
bzw. CD44v7-/- Miusen nach Transfer von DO11.10 CD4" bzw. CD44v7-/- OVA-TCR pos.
CD4" Zellen, Induktion von oraler Toleranz und anschlieBender Immunisierung mit OVA
Kaudale Lymphknotzellen wurden aus OVA/PBS gefiitterten Méusen und Kontrollen 7 Tage
nach erfolgter Immunisierung isoliert und mit einem Ratte-anti-Maus CD4-Antikorper und einem
Maus-anti-Maus OVA-TCR-Antikorper gefiarbt. Die Auswertung der Zellen erfolgte mittels
FACSCalibur und der CellQuest™ Software (BD Bioscience). Dargestellt sind standardisierten
Werte (** p <0.005; *** p <0.0001; n=6).

Fluoreszenz-Analysen mit CFSE zeigten ebenfalls, dass die orale Gabe des spezifischen Antigens die
Proliferation von OVA-TCR positiven T-Zellen nach erfolgter Immunisierung innerhalb der kaudalen
Lymphknoten verhindert. CFSE ist ein Fluoreszenz-Farbstoff, der nach Inkubation innerhalb des
Zytoplasmas verweilt und bei jeder Teilung gleichmiBig auf die Tochterzellen verteilt wird. Das
FACS-Histogramm einer mit dem spezifischen Antigen OV A gefiitterten Maus weist deutlich weniger
Zellgenerationen und somit weniger Proliferation der Zellen auf, als das eines nur mit PBS gefiitterten
Kontrolltieres (Abbildung 5.2.2.).

Zellen der mesenterialen und inguinalen Lymphknoten zeigten, wie zuvor schon erwéhnt, nur eine
geringe Anzahl an OVA-TCR positiven Zellen, die auch kaum Proliferation und keine signifikanten
Unterschiede in der Proliferationsrate zwischen Kontrolltieren und OVA gefiitterten Méiusen

aufwiesen.
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Abbildung 5.2.2.: Vergleich der Proliferation von OVA-TCR pos. T-Zellen nach Immunisierung mit OVA
zwischen OVA/PBS gefiitterten Miiusen (A) und Kontrollen (B)
OVA-TCR pos. T-Zellen wurden mit CFSE inkubiert und in Balb/c Wildtyp Miuse transferiert.
Die Hilfte der Miuse wurde mit OVA in PBS gefiittert, die andere Hilfte nur mit PBS. Es folgte
die Immunisierung aller Tiere mit OVA. Nach der Isolation wurden die kaudalen Lymphknoten-
zellen mit einem Maus-anti-Maus OVA-TCR-PE-Konjugat gefirbt. Die Auswertung der Zellen
erfolgte mittels FACSCalibur und der CellQuest™ Software (BD Bioscience). Représentative
FACS-Histogramme kaudaler Lymphknotzellen zweier Midusen werden gezeigt.

Um die Expression typischer pro- und anti-inflammatorischer Zytokine zu untersuchen, wurden
reisolierte Zellen aus den unterschiedlich behandelten Tieren iiber Nacht mit OVA Peptid stimuliert
und die Produktion der Zytokine im Uberstand mittels ELISA analysiert. Da die Art der transferierten
Zellen, wie zuvor schon gezeigt, keine Rolle spielte, wurde nur die Sekretion von Zytokinen nach
Transfer von DO11.10 CD4" Zellen in Balb/c Wildtyp und CD44v7-/- Méuse mit bzw. ohne Fiitterung
des spezifischen Antigens OVA untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Produktion des pro-
inflammatorischen Zytokins Interferon (IFN)-y bei kaudalen Lymphknotzellen aus PBS gefiitterten,
immunisierten Tieren nach spezifischer Restimulation (Balb/c Wildtyp: 4230 + 538 pg/ml; CD44v7-/-:
4601 = 396 pg/ml) im Vergleich zu Zellen aus OVA/PBS gefiitterten, immunisierten Miusen (Balb/c
Wildtyp: 431 £ 54 pg/ml, p < 0,0001; CD44v7-/-: 313 £ 225 pg/ml, p < 0,0001) signifikant erhoht war.
Dabei spielte die Art des Empfingertieres keine Rolle (Abbildung 5.2.3.). Die Unterschiede zwischen
Balb/c Wildtyp und CD44v7-/- Miusen waren nicht signifikant.
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Abbildung 5.2.3.: IFN-y Produktion reisolierter Zellen von OVA/PBS gefiitterten Miusen und Kontrollen
nach Immunisierung mit OVA
Naive OVA-TCR pos. CD4" Zellen wurden in Balb/c Wildtyp und CD44v7-/- Miuse transferiert,
die Tiere von d1 bis d5 mit OVA/PBS bzw. PBS (Kontrolle) gefiittert und anschliefend mit OVA
Protein immunisiert. Isolierte kaudale Lymphknotenzellen wurden iiber Nacht mit OVA Peptid
restimuliert und die IFN-y Produktion mittels ELISA ermittelt (*** p <0.0001, n[Balb/c wt]=5,
n[CD44v7-del.]=10)

Der Interleukin (IL)-10 ELISA zeigte ebenfalls signifikante Unterschiede in der Produktion des
Zytokins zwischen kaudalen Lymphknotzellen OVA/PBS gefiitterter und nur PBS gefiitterter Tiere.
Dabei wiesen Zellen aus OVA/PBS gefiitterten, immunisierten Méiusen eine signifikant erhohte
Produktion des regulatorischen Zytokins IL-10 auf (Balb/c Wildtyp: 117 + 26 pg/ml; CD44v7-/-:
139 + 38 pg/ml), als Zellen aus den kaudalen Lymphknoten von nur PBS gefiitterten, immunisierten
Maiusen (Balb/c Wildtyp: 31 + 14 pg/ml, p <0,0001; CD44v7-/-: 39 =29 pg/ml, p <0,0001). Wieder
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen CD44v7-/- und Balb/c Wildtyp Maiusen
(Abbildung 5.2.4.).

Die Bestimmung der systemischen Anergie, ausgeldst durch oralgAntigen-Gabe, erfolgte Ulifch
Induktion einer DTH (engl.: delayed type hypersensitivity)-Reaktiomam Ofir-jSowohl Balb/c Wildtyp
Mause als auch CD44v7-/- Tiere zeigten keine Anschwellung des Ohres nach Transfer von antigen-
spezifischen Zellen mit anschlieBender Fiitterung des Antigens (Balb/c Wildtyp: 1,6 2,8 %
Schwellung; CD44v7-/-: 3,9 £ 4,0 % Schwellung), wihrend mit PBS gefiitterte Versuchstiergruppen
ein signifikantes Anschwellen des Ohres aufwiesen (Balb/c Wildtyp: 26,4 +7,4 % Schwellung;

p <0,05; CD44v7-/-: 34,2 + 7,1 % Schwellung; p < 0,005) (Abbildung 5.2.5.).
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Abbildung 5.2.4.:

Abbildung 5.2.5.:
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Naive OVA-TCR pos. CD4" Zellen wurden in Balb/c Wildtyp und CD44v7-/- Miuse transferiert,
die Tiere von d1 bis d5 mit OVA/PBS bzw. PBS (Kontrolle) gefiittert und anschliefend mit OVA
Protein immunisiert. Isolierte kaudale Lymphknotenzellen wurden iiber Nacht mit OVA Peptid
restimuliert und die IL-10 Produktion mittels ELISA ermittelt (*** p <0.0001, n[Balb/c wt]=5,
n[CD44v7-del.]=10)
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Vergleich der Ohrschwellung nach Induktion einer DTH zwischen OVA/PBS gefiitterten
Balb/c Wildtyp bzw. CD44v7-/-Miusen und Kontrollen

OVA-TCR pos. CD4" Zellen wurden in Balb/c Wildtyp bzw. CD44v7-/- Miuse transferiert. Die
Hilfte der Tiere wurde von d1 bis d5 mit OVA in PBS gefiittert, Kontrollen mit PBS. Die
Induktion der DTH erfolgte durch Injektion von OVA Protein in die linke Ohrmuschel.
Resultierende Schwellungen wurden mittels eines Oditest Langenmessgerites (Kroeplin)
ermittelt (* p <0.05, ** p <0.005, n=3).
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5.3. Charakterisierung der OVA-spezifischen Kolitis

Die obigen Ergebnisse zeigen klar, dass das bekannte antigen-spezifische Toleranzmodell durch orale
Antigengabe auch in unseren Hinden stabil nachvollziehbar war.

Es war jetzt naheliegend, in dem gleichen Modell die Vorgéinge der mukosalen Immunisierung durch
lokale Antigenapplikation zu untersuchen. An diesem Modell sollte die Bedeutung von CD44v7, das
anscheinend wesentlich fiir die Ausbildung einer Kolitis im Mausmodell und die anhaltende
Entziindung im Menschen ist, untersucht werden.

Immunkompetente Miuse, in die Tyl-stimulierte OVA-TCR positive T-Zellen transferiert wurden,
entwickelten eine schwere Kolitis nach intrarektaler Immunisierung mit dem spezifischen Antigen
OVA.

Zur Charakterisierung des Modells wurde das Gewicht der Miuse iiber den kompletten
Versuchzeitraum gemessen. Wie in Abbildung 5.3.1. dargestellt, war keine signifikante Gewichts-
reduktion auf Seiten der OV A-spezifischen Kolitis-Tiere als auch auf Seiten der mit Kontrollprotein

behandelten Tiere festzustellen.
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Abbildung 5.3.1.: Gewichtsverldufe nach Induktion einer OVA-spezifischen Kolitis im Vergleich zu
Kontrollen
Nach Transfer von OVA-TCR pos. Tyl Zellen in Balb/c Wildtyp wurde eine OV A-spezifische
Kolitis induziert (gestrichelte Linie). Kontrollen wurden mit BSA behandelt (durchgehende
Linie). Das Gewicht der Tiere wurde tdglich iiber den gesamten Zeitraum der Behandlung
gemessen. Schwarze Pfeile markieren den Zeitpunkt der intrarektalen Behandlung (n=5).

Tiere die intrarektal mit OVA behandelt wurden, wiesen am Ende des Experimentes weichen bis
fliissigen Stuhlgang auf, wihrend die BSA behandelte Kontrollgruppe festen Kot bildete (Abbildung
5.3.2.). Des Weiteren konnten keine signifikanten Unterschiede in der Darmlinge bei Kolitis

(10,4 = 0,8 cm) und Kontrollen (9,9 + 1,7) festgestellt werden (Abbildung 5.3.3.).
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OVA Kolitis

Abbildung 5.3.2.: Dickdarm bei ausgebildeter OV A-spezifischer Kolitis und Kontrolle
Der Darm wurde am Tag 6 entnommen. Reprisentative Bilder werden gezeigt.

OVA Kolitis

Kontrolle
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Darmlédnge in cm

Abbildung 5.3.3.: Linge des Dickdarmes nach Induktion einer OV A-spezifischer Kolitis bzw. Kontrollen
Am Tag 6 wurde der Darm entnommen und mit einem handelsiiblichen Lineal vermessen (n=5).

Bei der histologischen Untersuchung zeigte sich, dass die Kolonschleimhaut von Miusen, in denen
eine OV A-spezifische Kolitis induziert wurde, eine schwere Entziindung aufwies. Dies war
gekennzeichnet durch inflammatorische Zellinfiltrate innerhalb der Mukosa, epitheliale Zell-
Hyperplasie, Elongation der Krypten, Erosionen, Verlust von Becherzellen und eine verdickte
Muscularis Propria als Hinweis auf eine transmurale Entziindung (Abbildung 5.3.4.). Kontrolltiere
wiesen keine Gewebsverdnderungen auf. Die Diarme der Kontrolltiere zeigten ein vergleichbares
Erscheinungsbild wie die Dirme von unbehandelten gesunden Tieren. Die Diinndarmmukosa wies
keine ausgedehnte Entziindung auf. Im FEinzelfall zeigte sich eine Verdnderung im Ileokolischen
Ubergang.

Der histologische Score, ein Gradmesser fiir die Entziindung des Darmes, war in der OVA-
spezifischen Kolitisgruppe deutlich hoher (3,2 + 0,6) als bei den BSA behandelten Mausen (0,6 + 0,7;
p <0,001; Abbildung 5.3.5.).
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OVA Kolitis Kontrolle

Abbildung 5.3.4.: Haematoxylin & Eosin Firbung von Darmquerschnitten isoliert aus Miusen mit OVA-
spezifischer Kolitis bzw. aus Kontrollen
Die Dickdidrme wurden isoliert, geschnitten und mit Haematoxylin & Eosin gefirbt. Die Bilder
wurden mit einem BZ-8000K Mikroskops aufgenommen (Messbalken 100 pm).

45 - *k

Histologischer Score

OVA Kolitis Kontrolle

Abbildung 5.3.5.: Vergleich des histologische Score der Kolons zwischen ausgebildeter OVA-spezifischen
Kolitis und Kontrolle
Nach der Isolation der Dickddrme wurden diese mit Haematoxylin & Eosin gefirbt und der Grad
der Entziindung mittels eines modifizierten Scoring-Schemas nach Assemann et al. [2003]
bestimmt (**p < 0,001; n=10).

Reisolierte antigen-spezifische Zellen aus Méiusen mit OV A-spezifischer Kolitis wiesen nach
Restimulation mit dem spezifischen Antigen OVA im Vergleich zu Zellen aus Kontrolltieren einen
erhohten Wert an IFN-y auf. Tiere mit induzierter OV A-spezifischer Kolitis zeigten einen 25-fach
erhohten IFN-y Wert innerhalb der Lamina propria mononukledren Zell (LPMC)-Population (748 +
294 pg/ml) und einen zweieinhalbfach erhohten Wert in der mesenterialen Lymphknoten (mLN)-
Zellpopulation nach Restimulation (2689 + 147 pg/ml) im Vergleich zu kultivierten Zellen aus
intrarektal mit BSA behandelten Tieren (LPMC: 30 + 5 pg/ml; p< 0,05; mLN: 1087 + 321 pg/ml;
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p< 0,001) (Abbildung 5.3.6.). Erhohte IFN-y Produktion bei Mausen mit induzierter OV A-spezifischer
Kolitis konnte auch mit Kolongewebe in einer Organkultur festgestellt werden.
Somit trigt das hier erstmals beschriebene Kolitismodell die histologischen und immunologischen

Charakteristika einer chronisch floriden Entziindung des Darmes im Menschen.
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Abbildung 5.3.6.: Vergleich der IFN-y Produktion reisolierter Zellen aus Miusen mit OVA-spezifischer
Kolitis bzw. Kontrollen
LPMC und mesenteriale Lymphknotenzellen (mLN) wurden aus Miusen mit OV A-spezifischer
Kolitis (schwarzer Balken) bzw. Kontrollen (weiller Balken) reisoliert. Die Zellen wurden tiber
Nacht mit 5 pg/ml OVA Peptid restimuliert und die IFN-y Produktion mittels ELISA ermittelt.
(*p 0,05, **#p < 0,001, n=5).

5.4. Spezifischer Nachweis der OVA-TCR positiven T-Zellen im Kolon

Um die Antigen-Spezifitit von T-Zellen zu bestimmen, wurden CD4" T-Zellen aus einzelnen Organen
reisoliert und auf ihre OVA-TCR Expression mittels des spezifischen Antikorpers KJ1-26 untersucht.
Die intrarektal OV A-Exposition induzierte eine Einwanderung von OVA-TCR positiven Zellen in die
Darmmukosa. Diese sammelten sich in der Lamina Propria an (Abbildung 5.4.1.). Es wurden
signifikante mehr OVA-TCR positiven T-Zellen in der LP bei OV A-spezifischer Kolitis (3,7 = 0,5)
gegeniiber Kontrollen (1,0 £ 0,5; p < 0,0005) gemessen. Interessanterweise beschrinkte sich die
Immunisierung auf die Darmmukosa. Im distalen Immunsystem, wie den mesenterialen Lymphknoten,

zeigte sich kein Effekt (1,7 £ 0,6 bzw. 1,1 + 0,4; standardisierte Werte) (Abbildung 5.4.2.).
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CD4 positive Zellen

Abbildung 5.4.1.:

5.5. Die OVA-spezifische Kolitis kann iiber einen Liingeren Zeitraum

aufrecht erhalten werden

Zur Charakterisierung des Modells wurde untersucht, wie lange eine OVA-spezifische Kolitis
aufrechterhalten werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass intestinale Entziindungserscheinungen
und mukosale Schiden mit zunehmender Versuchsdauer ausheilten und ab Tag 13 keine
histologischen Veridnderungen im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren mehr zu erkennen waren

(Abbildung 5.5.1.). Eine zweimalige Antigenchallenge war also nicht ausreichend, eine anhaltende

Entziindung anzustof3en.
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Zellen aus der Lamina Propria (LP) und mesenterialen Lymphknotenzellen (mLN) wurden aus
den verschieden behandelten Versuchtiergruppen isoliert und mit einem Ratte-anti-Maus CD4-
FITC-Konjugat und Maus-anti-Maus OVA-TCR-PE-Konjugat gefirbt. Die Auswertung erfolgte
mittels eines FACS CAlibur (BD Bioscience). Reprisentative FACS-Histogramme von 2 Miusen

werden gezeigt (Gate auf CD4" Zellen).
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Abbildung 5.4.2.:

Histologischer Score

Abbildung 5.5.1.:
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Vergleich der Anzahl OVA-TCR pos. T-Zellen nach Induktion einer OVA-spezifischen
Kolitis und Kontrollen

Nach Induktion einer OVA-spezifischen Kolitis (schwarzer Balken) bzw. Behandlung mit
Kontrollprotein (weifler Balken) wurden LPMC und mesenterialen Lymphknotenzellen (mLN)
isoliert. Es folgte die Fiarbung der Zellen mit einem Ratte-anti-Maus CD4-Antikorper und einem
Maus-anti-Maus OVA-TCR-Antikorper. Die Analyse erfolgte mittels FACSCalibur und der
CellQuest™ Software der Firma BD Biosciences. Dargestellt sind standardisierte Werte der
OVA-TCR positiven Zellen innerhalb der CD4 positiven Zellpopulation (***p< 0,0005, n= 8).
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Histologischer Score nach Standard-Induktion der OVA-spezifischen Kolitis am Tag 1 und
4 mit unterschiedlichen Isolationszeitpunkten

Nach der Isolation der Dickddrme wurden diese geschnitten und mit Haematoxylin & Eosin
gefarbt und der Grad der Entziindung mittels eines modifizierten Scoring-Schemas nach
Assemann et al. [2003] bestimmt (n=2).
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Zur Aufrechterhaltung einer OV A-spezifischen Kolitis iiber einen Zeitraum von 19 Tagen wurden
DOI11.10 Tyl-Zellen alle 7 Tage in Balb/c Wildtyp transferiert und eine OV A-spezifische Kolitis alle
3 Tage induziert.

In diesem Modell zeigte sich ein signifikant erhohter histologischer Score (2,5 + 0,5) im Vergleich zu

den Kontrollen (0,8 + 0,4; p< 0,01) bis zu einem Zeitraum von 19 Tagen (Abbildung 5.5.2.).

Histologischer Score

OVA Kolitis Tag 19 Kontrolle
w iederholte Zellgabe
u. OVA-Stimulation

Abbildung 5.5.2.: Histologischer Score der OVA-spezifischen Kolitis nach wiederholtem Transfer von OVA-
TCR pos. T-Zellen (d0, 6, 12) und mehrmaliger Stimulation mit OVA (d1, 4, 7, 10, 13 16)
nach 19 Tagen Versuchsdauer im Vergleich zu Kontrollen
Isolierte Dickddrme wurden geschnitten, mit Haematoxylin & Eosin gefidrbt und der Grad der
Entziindung mittels eines modifizierten Scoring-Schemas nach Assemann et al. [2003] bestimmt
(*p<0,01; n=3).

Interessanterweise konnten keine Unterschiede in der Anzahl der OVA-TCR positiven Zellen
innerhalb der Lamina propria zwischen den beiden Versuchsgruppen bei wiederholter Injektion von
DOI11.10 Tyl-Zellen und wiederholter Induktion einer OV A-spezifischen Kolitis bzw. intraluminale
Behandlung mit dem Kontrollprotein festgestellt werden. Auch die Produktion von IFN-y nach
Restimulation isolierter LPMC mit dem spezifischen Antigen OVA wies nach einer Versuchsdauer

von 19 Tagen keine signifikanten Unterschiede auf (Daten nicht gezeigt).
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5.6. Die Induktion von oraler Toleranz unterbricht die Ausbildung einer
OVA-spezifischen Kolitis

Um zu untersuchen, welche Auswirkung die Induktion von oraler Toleranz wihrend der OVA-
spezifischen Kolitis hat, wurden die Méuse zwischen den intrarektalen Behandlungen einmal téglich
mit jeweils 20 mg OV A gefiittert.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Fiitterung mit dem spezifischen Antigen die OV A-spezifische
Kolitis ausheilt. Histologisch zeigte sich, entsprechend der Kontrolle, eine vollig ausgeheilte Mukosa

am Tag 6. Ohne Fiitterung entwickelte sich eine schwere transmurale Entziindung (Abbildung 5.6.1.).

OV A Kolitis induziert + OVA Kolitis Kontrolle
OVA gefiittert

Abbildung 5.6.1.: Haematoxylin & Eosin Farbung von Dickdarmquerschnitten nach einer OVA-spezifischen
Kolitis mit und ohne OVA-Fiitterung im Vergleich zur Kontrolle
Dickdidrme wurden isoliert, geschnitten und mit Haematoxylin & Eosin gefdrbt. Die Bilder
wurden mit einem BZ-8000K Mikroskop aufgenommen (Messbalken 100 pm).

Der histologische Score machte einen deutlichen Unterschied des Entziindungsgrades sichtbar. Die
Fiitterung mit OVA fiihrte zu einem signifikant erniedrigtem histologischen Score (0,9 = 0,6)
gegeniiber der unbehandelten Kolitis (3,3 + 0,5; p < 0,0001). Die Entziindung ging dabei sogar auf den
Score der Kontrollen (0,4 + 0,5; p <0,0001) zuriick (Abbildung 5.6.2.).

Nach Fiitterung von OVA waren signifikant weniger OVA-TCR positive T-Zellen in der LP
(0,8 £0,3) im Vergleich zu einer bestehenden OV A-spezifischen Kolitis (2,2 +0,5; p <0,0001)
nachweisbar. Der Anteil der OVA-TCR positiven Zellen innerhalb der LP war somit bei gefiitterten
Tieren dhnlich gering wie bei den Kontrollen (1,1 + 0,2; standardisierte Werte). Es konnten keine
Unterschiede in den Werten der OVA-TCR positiven Zellen innerhalb der mLN Zellpopulationen

zwischen den verschieden behandelten Tieren festgestellt werden (Abbildung 5.6.3.).

73



Ergebnisse

Abbildung 5.6.2.:

Abbildung 5.6.3.:

* %%

4,5 4 *kk 1

Histologischer Score

0,5
0
OVA Kolitis OVA Kolitis Kontrolle

induziert +
OVA Fitterung
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Nach der Isolation der Dickddrme wurden diese mit Haematoxylin & Eosin gefirbt. Die
Bestimmung des Entziindungsgrades erfolgte mittels einer modifizierten Skala nach Assemann et
al. [2003] (***p <0,0001; n=10).
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Anzahl OVA-TCR pos. T-Zellen bei OVA-spezifischer Kolitis mit und ohne OVA-
Fiitterung und Kontrollen

LPMC (schwarzer Balken) und mesenteriale Lymphknotenzellen (weifSer Balken) wurden isoliert
und mit einem Ratte-anti-Maus CD4-Antikorper und einem Maus-anti-Maus OVA-TCR-
Antikorper gefirbt. Die Analyse erfolgte mittels FACSCalibur und der CellQuest™ Software der
Firma BD Biosciences. Dargestellt sind die standardisierten Werte der OVA-TCR pos. Zellen
innerhalb der CD4 pos. Zellpopulation (***p <0,0001, n = 8).
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Die immunhistochemische Analyse bestitigte diesen Befund. Die Anzahl der OVA-TCR positiven
Lymphozyten wurde dazu pro HPF (high power field) gezéhlt. Bei einer OV A-spezifischen Kolitis
fanden sich 28,5 = 17,2 OVA-TCR positive Zellen/HPF im Darm gegeniiber 2,3 + 1,3 OVA-TCR
positive Zellen/HPF bei den Kontrollen (p < 0,05) bzw. 5,5 + 2,1 OVA-TCR positive Zellen/HPF nach
Fiitterung (p < 0,05; Abbildung 5.6.4.).
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Abbildung 5.6.4.: Immunhistochemische Farbung von OVA-TCR pos. T-Zellen bei OV A-spezifischer Kolitis
mit und ohne OVA-Fiitterung und Kontrollen
Isolierte Dirme wurden mit einem biotinylierten Maus-anti-Maus OV A-TCR-Antikorper gefirbt.
Der Nachweis erfolgte mittels Dako REAL™ Detection System K5005. Die positiven Zellen
wurden je HPF (high power field) gezéahlt (*p < 0,05, n =4).

Reisolierte Zellen aus Mdiusen, die mit dem spezifischen Antigen nach Induktion einer OVA-
spezifischen Kolitis gefiittert wurden, zeigten eine erniedrigte Produktion des Zytokins IFN-y nach
Restimulation mit dem spezifischen Antigen OVA in vitro. Diese war innerhalb der Lamina propria
Zellpopulation auf Seiten der gefiitterten Miuse nach Induktion einer OV A-spezifischen Kolitis
(285 + 221 pg/ml) im Vergleich zu ungefiitterten Mausen mit ausgebildeter OV A-spezifischer Kolitis
(2818 + 1118 pg/ml; p < 0,0001) geringer. Damit sank der Wert wieder auf das Niveau der mit BSA
behandelten Kontrolltiere (262 + 136 pg/ml; p < 0.0001; Abbildung 5.6.5.). Der gleiche Sachverhalt

konnte auch bei Zellen aus den mesenterialen Lymphknoten beobachtet werden.

75



Ergebnisse

* k%
1
3500 - falialal
1
3000 -
E
2 2500 -
£
g 2000 -
€
S 1500 |
pd
L
1000 -+
500 -
. mm =
OVA Kolitis OVA Kolitis Kontrolle
induziert + OVA

Futterung

Abbildung 5.6.5.: Vergleich der IFN-y Produktion reisolierter LPMC nach OV A-spezifischer Kolitis mit und
ohne OVA-Fiitterung und Kontrollen
Isolierte LPMC wurden iiber Nacht mit 5 pg/ml OVA Peptid restimuliert und die IFN-y
Produktion mittels ELISA ermittelt (***p < 0.0001, n=5).

Eine Untersuchung der reisolierten Zellen zur IL-17 Produktion zeigte nach spezifischer Restimulation
ebenfalls eine gesteigerte Produktion durch LPMC bei der OV A-spezifischen Kolitis (45 + 26 pg/ml)
(Abbildung 5.6.6.). Dies war signifikant erhoht im Vergleich zu der Produktion von IL-17 bei den
Kontrollen (1 + 2 pg/ml; p < 0,01) bzw. bei Antigenfiitterung (7 = 8 pg/ml; p < 0,05).
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Abbildung 5.6.6.: Vergleich der IL-17 Produktion reisolierter LPMC nach OVA-spezifischer Kolitis mit und
ohne OVA-Fiitterung und Kontrollen
Isolierte LPMC wurden iliber Nacht mit 5 pg/ml OVA Peptid restimuliert und die IFN-y
Produktion mittels ELISA ermittelt (**p < 0.01, *p < 0.05, n=5).
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Die Analyse von IL-10 ergab eine signifikant verminderte Produktion nach Restimulation der
isolierten LPMC mit OVA Peptid in der Versuchsgruppe mit etablierter OV A-spezifischer Kolitis
(31 = 14 pg/ml) (Abbildung 5.6.7.). LPMC nach Antigenfiitterung und bei Kontrollen zeigten im
Vergleich dazu eine signifikant erhohte Produktion von IL-10 nach spezifischer Restimulation

(118 =26 pg/ml bzw. 72 + 39 pg/ml; p < 0.0005 bzw. p < 0.05).
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Abbildung 5.6.7.: Vergleich der IL-10 Produktion reisolierter LPMC nach OV A-spezifischer Kolitis mit und
ohne OVA-Fiitterung und Kontrollen
Reisolierte LPMC wurden iiber Nacht mit 5 pg/ml OVA Peptid restimuliert und die IL-10
Produktion mittels ELISA ermittelt. (¥**p < 0.0005; *p < 0.05, n=5)

5.7. FoxP3+ CD4* T-Zellen werden nach oraler Toleranz Induktion im

Darm detektiert

FoxP3" ist ein Transkriptionsfaktor und beschreibt regulatorische T-Zellen innerhalb des Immun-

systems.

In der OVA-spezifischen Kolitis war die Anzahl der FoxP3" CD4" Lymphozytenpopulation im
Vergleich zu den Kontrollen deutlich reduziert. Nach Fiitterung mit OVA stieg die Anzahl der FoxP3"
CD4" T-Zellen wieder an und iiberstieg sogar das Niveau der Kontrollgruppe (Abbildung 5.7.1.).
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Abbildung 5.7.1.: Vergleich der FoxP3 pos. T-Zellen nach immunhistochemischer Firbung des Darmes
zwischen OV A-spezifischer Kolitis mit und ohne OVA-Fiitterung und Kontrollen
Dickdarmquerschnitte wurden mit einem Ratte-anti-Maus FoxP3-Antikorpers gefirbt und
positive Zellen durch ein mehrstufiges Detektionssystem sichtbar gemacht. Bilder wurden mit
einem ,,Zeiss Imager Z1 Axio“- Mikroskop aufgenommen. Reprisentative Bilder von 3 Tieren
werden gezeigt.

Zur Quantifizierung wurde die Anzahl der FoxP3 positiven Lymphozyten pro HPF (high power field)
gezidhlt (Abbildung 5.7.2.), gemittelt aus 3HPF/Darm.

Es zeigte sich eine signifikante Erniedrigung FoxP3 positiver Zellen bei einer OV A-spezifischen
Kolitis (5,3 £ 1,5 Zellen/HPF) im Vergleich zu den Kontrollen (12,0 + 1,4 Zellen/HPF; p < 0,001).
Zusitzliche Fiitterung mit OVA induzierte eine signifikante Erhohung dieser Zellpopulation (19,7 +
3,1 Zellen/HPF; p < 0,0005). Diese iiberstieg sogar die Anzahl der FoxP3 positiven Zellen der
Kontrollgruppe (p < 0,005). Die FoxP3* T-Zellen waren nicht OV A-spezifisch.

Diese Befunde zeigten sich auch nach der Isolation und der durchflusszytometrischen Analyse der
CD4" T-Zellen. FoxP3 positiv waren 1,5 £ 1,0 % der CD4" Zellen in der Kolitis, 6,9 + 2,6 % nach
Fiitterung (p < 0,01) und 5,5 = 0,1 % bei den Kontrollen (p < 0,0005) (Abbildung 5.7.3.). Es konnten
keine Unterschiede in der Population FoxP3 positiver T-Zellen innerhalb der mesenterialen
Lymphknoten T-Zellpopulation festgestellt werden. Zusitzlich Fiarbungen zeigten, dass alle FoxP3*
CD4" T-Zellen gleichzeitig auch CD25 positiv waren (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5.7.2.:

Abbildung 5.7.3.:
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Vergleich der prozentualen Anzahl FoxP3 pos. T-Zellen zwischen OV A-spezifischer Kolitis
mit und ohne OVA-Fiitterung und Kontrollen nach immunhistochemischer Fiarbung des
Darmes

Dickdarmquerschnitte wurden mit einem Ratte-anti-Maus FoxP3-Antikorpers gefarbt und
positive Zellen durch ein mehrstufiges Detektionssystem sichtbar gemacht. Die Anzahl der
positiven Zellen wurde mittels ,,Zeiss Imager Z1 Axio*“- Mikroskop pro high power field (HPF)
gezihlt (***p< 0,0005; **p< 0,001; *p< 0,005, n=4).
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FoxP3+/CD4+

Durchflusszytometrisch bestimmte prozentuale Anzahl FoxP3 pos. T-Zellen in der LP bei
OV A-spezifischer Kolitis mit und ohne OVA-Fiitterung und Kontrollen

Isolierte LPMC der verschiedenen Versuchstiergruppen wurden isoliert und mit einem Ratte-anti-
Maus CD4-Antikorper und einem Ratte-anti-Maus FoxP3-Antikorper gefidrbt. Die Analyse
erfolgte mittels FACSCalibur und der CellQuest™ Software (BD Biosciences) (***p< 0,0005;
*p<0,01; n=4).
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Die durchflusszytometrische Analyse von doppel-gefirbten LPMC (Maus-anti-Maus OVA-TCR-
Antikorper und Ratte-anti-Maus FoxP3-Antikorper) zeigte ebenfalls nur eine sehr geringe Anzahl von
doppel-positiven Zellen in jeder Versuchsgruppe (< 0,1%). Wie in Abbildung 5.7.4. zu erkennen ist,
kommt es zu einer Verlagerung zwischen OVA-TCR positiven und FoxP3 positiven Zellen je nach
experimentellem Versuchsablauf. Wihrend einer OV A-spezifischen Kolitis sinkt die prozentuale
Anzahl von FoxP3 positiven Zellen, und die Anzahl von OVA-TCR positiven Zellen steigt innerhalb
der Lamina propria im Vergleich zu den Kontrollen. Werden die Tiere zusétzlich nach Induktion der
OV A-spezifischen Kolitis zwischen den intrarektalen Behandlungen mit OVA gefiittert, steigt die
Anzahl der FoxP3 positiven Zellen erneut, sogar iiber das Niveau der Kontrollen hinaus, und die

Anzahl der OVA-TCR positiven Zellen sinkt auf das Level der Kontrollen.

OVA Kolitis induziert OV A Kolitis Kontrolle
+ OVA Fiitterung
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A
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Abbildung 5.7.4.: Durchflusszytometrische Analyse von isolierten LPMC aus Méusen mit OVA-spezifischer
Kolitis mit und ohne zusitzlicher OV A Fiitterung und Kontrollen
LPMC wurden isoliert und mit einem Maus-anti-Maus OVA-TCR-Antikorper, einem Ratte-anti-
Maus CD4-Antikorper und einem Ratte-anti-Maus FoxP3-Antikorper gefiarbt. Die Auswertung
der Zellen erfolgte mittels mittels FACSCalibur und der CellQuest™ Software (BD Bioscience).
Reprisentative FACS-Histogramme von 3 Miusen werden gezeigt (Gate auf CD4" Zellen).

5.8. OVA-spezifische Kolitis Induktion in CD44v7 -/- Miusen

In fritheren Experimenten von Wittig und Kollegen konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von
CD44v7-/- Miéusen bzw. der Einsatz eines monoklonalen CD44v7-Antikorpers die Ausbildung einer
chemisch-induzierten experimentellen Kolitis unterbindet bzw. eine etablierte experimentelle Kolitis
ausheilt (Wittig et al., 2000, 1998). Durch Verwendung des neu etablierten Modells sollte die
Bedeutung von CD44v7 wihrend der Ausbildung einer solchen OV A-spezifischen Kolitis bestétigt
sowie die Rolle von Makrophagen und Tyl-Zellen genauer definiert werden. Dazu wurden in einem

ersten Experiment DO11.10 Ty1-Zellen und Wildtyp-Makrophagen (Mg@) bzw. nur DO11.10 Tyl-
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Zellen in CD44v7-/- Méduse transferiert. Wie in Abbildung 5.8.1. zu erkennen, zeigten Miuse, die
beide Zellpopulationen transferiert und eine OV A-spezifische Kolitis induziert bekamen, die typischen
Merkmale einer experimentellen Kolitis mit z.B. Einstrom von mononukleédren Zellen in die Mukosa,

Hyperplasie und Verlust von Krypten und Becherzellen.

Dies korrelierte mit einem signifikant erhohten histologischen Score nach Induktion einer OVA-
spezifischen Kolitis (3,0 = 1,0; Abbildung 5.8.2.) im Vergleich zu den Kontrollen (1,3 + 0,4; p <0,05).
Ein Versuchstier zeigte im Verlauf des Experimentes sehr starke Krankheitserscheinungen
(Gewichtsabnahme >20%, Lethargie und struppiges Fell), weshalb die Totung dieses vor Ablauf des

Experiments erfolgte.

Ty1 und Mg transferiert Ty1 transferiert in Tyl transferiert in
in CD44v7-/- Miuse CD44v7-/- Miuse CD44v7-/- Miuse
OVA Kolitis OVA Kolitis Kontrolle

Abbildung 5.8.1.: Haematoxylin & Eosin gefirbte Dickdarmquerschnitte aus CD44v7-/- Miusen nach
Transfer von DO11.10 Tyl CD4" Zellen mit und ohne wt Makrophagen (Mg) und nach
Induktion einer OV A-spezifischen Kolitis
Isolierte Dickddrme wurden geschnitten und mit Haematoxylin & Eosin gefirbt. Die Bilder
wurden mit einem BZ-8000K Mikroskops aufgenommen (Messbalken 100 um).

Wurden hingegen hochaufgereinigte DO11.10 Ty1-Zellen transferiert, zeigten sich keine Merkmale
einer mukosalen Entziindung bzw. waren bei vereinzelten Tieren vorhandene leichte
Entziindungserscheinungen bereits wieder ausgeheilt (Abbildung 5.8.1.). Parallel dazu zeigte sich trotz
Induktion einer OV A-spezifischen Kolitis keine signifikante Erhohung des histologischen Scores
(0,5 £ 0,9; p < 0,05). Selbiges gilt fiir die mit Kontrollprotein behandelte Gruppe nach Transfer von
DO11.10 Tyl1-Zellen (0,8 +0,4; p < 0,05) (Abbildung 5.8.2.).
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Abbildung 5.8.2.: Histologische Score der Kolons von CD44v7-/- Miusen nach Transfer von DO11.10 Tyx1
CD4" Zellen mit und ohne wt Makrophagen (Mg) und nach Induktion einer OVA-
spezifischen Kolitis
Nach der Isolation der Dickdidrme wurden diese geschnitten, mit Haematoxylin & Eosin gefirbt
und der Grad der Entziindung mittels eines modifizierten Scoring-Schemas nach Assemann et al.
[2003] bestimmt (*p< 0,05 n=3).

Da die Ansammlung von OVA-TCR positiven T-Zellen innerhalb der Lamina propria als ein Merkmal
der OV A-spezifischen Kolitis fungiert, erfolgte nach unterschiedlicher Behandlung die Isolation von
LPMC aus dem Dickdarm und die durchflusszytometrische Analyse dieser. Es zeigte sich eine
Ansammlung von OVA-TCR positiven T-Zellen innerhalb der LP nach Transfer von DO11.10 Ty1-
Zellen und Wildtyp Makrophagen und anschlieBender Induktion einer OV A-spezifische Kolitis (3,9 +
1,2) (Abbildung 5.8.3.). Dieser Wert war im Vergleich zu den mit BSA behandelten Kontrollen
(Kotransfer mit Makrohagen: 0,5 £+ 0,2; p < 0,05; ohne Makrophagen: 0,9 + 0,3; p < 0,05) bzw. zur
Gruppe der nur mit DO11.10 Tyl-Zellen transferierten und OV A-spezifischen Kolitis induzierten
Miduse (0,8 + 0,6; p < 0,01; standardisierte Werte) signifikant erhoht. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede in der Anzahl OVA-TCR positiver T-Zellen innerhalb der mesenterialen Lymphknoten

bei allen 4 Versuchsgruppen festgestellt werden.
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Abbildung 5.8.3.: Vergleich der Anzahl OVA-TCR pos. T-Zellen isoliert aus LP und mLN von CD44v7-/-
nach Transfer DO11.10 Ty1 CD4" Zellen mit und ohne wt Makrophagen (Mg) und nach
Induktion einer OV A-spezifischen Kolitis
LPMC (schwarzer Balken) und Zellen aus den mLN (weiller Balken) wurden isoliert und mit
einem Ratte-anti-Maus CD4-Antikorper und einem Maus-anti-Maus OVA-TCR-Antikorper
geféarbt. Die Analyse erfolgte mittels FACSCalibur und der CellQuest™ Software der Firma BD
Biosciences (**p <0,01; *p <0,05; n = 3).

5.9. Beeinflussung der CD44v7-Deletion in T-Zellen bei der Toleranz-
induktion bei der OVA-spezifischen Kolitis

Zur Uberpriifung des Einflusses von CD44v7 auf T-Zellen bei der Induktion einer OV A-spezifischen
Kolitis und oraler Toleranz wurden CD44v7-deletierte OVA-TCR pos. Tyl Zellen in Balb/c Wildtyp
Mause transferiert, eine entsprechende Kolitis induziert und ein Teil der Versuchstiere anschlieBend
mit dem spezifischen Antigen gefiittert. Die histologischen Analysen zeigten, dass nach Transfer von
CD44v7-deletierten Zellen eine Entziindungsreaktion innerhalb des Kolons mit den entsprechenden
histologischen Charakteristika stattfand, die durch Fiitterung des spezifischen Antigens unterbunden
wurde (Abbildung 5.9.1.). Parallel dazu war der histologische Score nach Transfer von CD44v7-
deletierten T-Zellen und Induktion einer OV A-spezifischen Kolitis im Vergleich zu den Kontrollen
(0,5 £ 0,7; p < 0,005) signifikant erhoht (3,2 + 0,8). Erfolgte nach Transfer von CD44v7-deletierten
Zellen und Induktion einer OV A-spezifischen Kolitis zusitzlich eine Fiitterung mit OVA, kam es
erneut zu einer signifikanten Reduktion des histologischen Scores, anndhernd auf das Niveau der

Kontrollen (0,7 = 0,6; p < 0,005; Abbildung 5.9.2.).
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Transfer von Transfer von Transfer von
CD44v7-/-Zellen CD44v7-/-Zellen CD44v7-/-Zellen
OV A Kolitis induziert + OV A Kolitis Kontrolle
OVA gefiittert
Abbildung 5.9.1.: Haematoxylin & Eosin Firbung von Darmquerschnitten aus Balb/c Wildtyp Miusen mit

Abbildung 5.9.2.:

OVA-spezifischer Kolitis mit und ohne zusétzlicher Fiitterung nach Transfer von
CD44v7-/- OVA-TCR pos. T-Zellen

Dickdidrme wurden isoliert, geschnitten und mit Haematoxylin & Eosin gefdrbt. Die Bilder
wurden mit einem BZ-8000K Mikroskops aufgenommen (Messbalken 100 pm).

* %
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Histologischer Score

Transfer von Transfer von Transfer von
CD44v7-/- Zellen CD44v7-/- Zellen CD44v7-/- Zellen
OVA Kolitis induziert OVA Kolitis Kontrolle
+ OVA gefittert

Histologische Score der Kolons von Balb/c Wildtyp Méusen mit OVA-spezifischer Kolitis
mit und ohne zusitzlicher Fiitterung nach Transfer von CD44v7-/- OVA-TCR pos. T-Zellen
Nach der Isolation der Dickddarme aus den unterschiedlich behandelten Versuchstieren wurden
diese geschnitten, mit Haematoxylin & Eosin geférbt und der Grad der Entziindung mittels eines
modifizierten Scoring-Schemas nach Assemann et al. [2003] bestimmt (**p < 0,005 n=4).
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Die Untersuchung auf antigen-spezifische Zellen innerhalb der Lamina propria mittels
Durchflusszytometrie wies ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Versuchstiergruppen auf. Dabei kam es zu einer Akkumulation von OVA-TCR positiven Zellen
innerhalb der LP nach Transfer von CD44v7-deletierten OVA-TCR positiven T-Zellen und Induktion
einer OV A-spezifischen Kolitis (3,4 + 1,0). Dies war bei den Kontrollen (1,8 + 0,4; p < 0,05) bzw.
nach zusitzlicher Fiitterung mit dem spezifischen Antigen OVA (1,6 + 0,4; p <0,05; standardisierte
Werte) nicht zu beobachten (Abbildung 5.9.3.). Die Analyse der mLN-Zellpopulation wies keine
signifikanten Unterschiede bei der prozentualen Anzahl der OVA-TCR positiven T-Zellen auf. Eine
Akkumulation von OVA-TCR positiven T-Zellen innerhalb der mesenterialen Lymphknoten erfolgte

in keiner der untersuchten Tiergruppen.

OVA-TCR+/CD4+ [stand. Werte]

Transfer von Transfer von Transfer von
CD44v7-/- Zellen CD44v7-/- Zellen CD44v7-/- Zellen
OVA Kolitis induziert OVA Kolitis Kontrolle
+ OVA Fitterung

Abbildung 5.9.3.: Durchflusszytometrisch bestimmte Anzahl OVA-TCR pos. T-Zellen isoliert aus Balb/c
Wildtyp Miusen mit OV A-spezifischer Kolitis mit und ohne zusétzlicher Fiitterung nach
Transfer von CD44v7-/- OVA-TCR pos. T-Zellen
LPMC (schwarzer Balken) und Zellen aus den mLN (weiller Balken) wurden isoliert und mit
einem Ratte-anti-Maus CD4-Antikorper und einem Maus-anti-Maus OVA-TCR-Antikorper
geféarbt. Die Analyse erfolgte mittels FACSCalibur und der CellQuest™ Software der Firma BD
Biosciences. (*p < 0,05, n =4).

Bestitigt wurde dieses Ergebnis auch durch die immunhistochemische Analyse der Darmquerschnitte.
Dort konnten signifikant mehr OVA-TCR positive Zellen pro HPF nach Induktion einer OVA-
spezifischen Kolitis gezidhlt werden (21,5 + 7,9 Zellen/HPF) als im Vergleich zu den Kontrollen (3,0 +
2,2 Zellen/HPF; p < 0,005). Méuse, die zwischen den intrarektalen OV A-Behandlungen zusétzlich mit
dem spezifischen Antigen OV A gefiittert wurden, wiesen ebenfalls eine geringe Anzahl an OVA-TCR
positiven Zellen im Darmquerschnitt auf (2,3 + 1,3 Zellen/HPF; p <0,005) (Abbildung 5.9.4.).
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Abbildung 5.9.4.: Immunhistochemisch bestimmte Anzahl OVA-TCR pos. T-Zellen von Balb/c Wildtyp
M:iusen mit OVA-spezifischer Kolitis mit und ohne zusitzlicher Fiitterung nach Transfer
von CD44v7-/- OVA-TCR pos. T-Zellen
Nach Beendigung des Experiments wurden die Darme isoliert, in Stickstoff eingefroren und mit
einem biotinylierten Maus-anti-Maus OVA-TCR-Antikorper gefiarbt. Der Nachweis erfolgte
mittels Dako REAL™ Detection System K5005. Die positiven Zellen wurden je HPF (high
power field) gezihlt (**p < 0,005, n = 4).

Eine Analyse des pro-inflammatorischen Zytokins IFN-y erfolgte nach Restimulation von aus
Dickdédrmen reisolierten LPMC. Miuse mit transferierten OVA-TCR positiven CD44v7-deletierten
Tyl-Zellen und induzierter OV A-spezifischer Kolitis zeigten einen signifikant erhhten Wert an IFN-y
der reisolierten LPMC in Kultur (4522 + 956 pg/ml), wihrend die Zellen aus den Kontrollen keine
Erhohung dieses Zytokins nach spezifischer Restimulation aufwiesen (1991 + 147 pg/ml; p < 0,0001).
Eine Reduktion der Zytokinproduktion konnte bei LPMC der Miuse nachgewiesen werden, die nach
Induktion einer OVA-spezifischen Kolitis wiederholt OVA oral verabreicht bekamen

(313 % 225 pg/ml; p < 0,0001) (Abbildung 5.9.5).

Die Analyse der Kulturiiberstinde auf das Vorhandensein des Zytokins IL-10 erfolgte ebenfalls nach
Restimulation von reisolierten LPMC (Abbildung 5.9.6.). Die Induktion einer OVA spezifischen
Kolitis in Balb/c Wildtyp Miusen nach Transfer von CD44v7-deletierten T-Zellen reduziert die
Bildung von IL-10 durch reisolierte LPMC in Kultur (39 £ 29 pg/ml) im Vergleich zu den Kontrollen
(70 + 14 pg/ml). Kam es zusitzlich zu einer Fiitterung mit dem spezifischen Antigen OVA zwischen
den intraluminalen Behandlungen, so zeigten die reisolierten LPMC in Kultur eine signifikant erhthte

IL-10 Produktion (139 + 38 pg/ml; p < 0,005 bzw. p <0,01).

86



Ergebnisse

* %%
1 * %%
6000 - I ]
— 5000 4
£
[@)]
o
< 4000 -
©
€
E 3000 |
(@]
&
= 2000 -
1000 -
0 i
Transfer von Transfer von Transfer von
CD44v7-/- Zellen CD44v7-/- Zellen CD44v7-/- Zellen
OVA Kolitis induziert OVA Kolitis Kontrolle

+ OVA Futterung

Abbildung 5.9.5.: Vergleich der IFN-y Produktion reisolierter LPMC aus Balb/c Wildtyp Miusen mit OVA-
spezifischer Kolitis mit und ohne zusitzlicher Fiitterung nach Transfer von CD44v7-/-
OVA-TCR pos. T-Zellen
Isolierte LPMC wurden iiber Nacht mit Spug/ml OVA Peptid restimuliert und die IFN-y
Produktion mittels ELISA ermittelt. (***p < 0.0001, n=10).
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Abbildung 5.9.6.: Vergleich der IL-10 Produktion reisolierter LPMC aus Balb/c Wildtyp Miusen mit OVA-
spezifischer Kolitis mit und ohne zusitzlicher Fiitterung nach Transfer von CD44v7-/-
OVA-TCR pos. T-Zellen
Isolierte LPMC wurden iiber Nacht mit 5ug/ml OVA Peptid restimuliert und die IL-10
Produktion mittels ELISA ermittelt. (¥*p < 0.005, *p <0.01; n=5).
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Durchflusszytometrische Untersuchungen hinsichtlich des Transkriptionsfaktors FoxP3, der in
regulatorischen T-Zellen exprimiert wird, zeigten eine signifikante Reduktion innerhalb der LPMC-
Population aus Miusen mit etablierter OV A-spezifischer Kolitis nach Transfer von CD44v7-
deletierten Zellen (4,8 £0,9 %), im Vergleich zu den Kontrollen (7,9 £ 0,2 %; p <0,001) (Abbildung
5.9.7.). Erfolgte zwischen den intrarektalen Behandlungen mit OVA die orale Gabe von OVA, stieg
die prozentuale Anzahl von FoxP3 positiven Zellen innerhalb der LPMC an und iiberstieg sogar
signifikant die Werte der Kontrollen (17,4 = 1,4 %; p < 0,0005). Dabei waren FoxP3 positive Zellen

auch immer gleichzeitig CD25 positiv (Daten nicht gezeigt).

Immunhistochemische Firbungen konnten die durchflusszytometrischen Daten bestitigen. Die
Auszdhlung der mit einem Ratte-anti-Maus FoxP3-Antikorper gefiarbten Darmschnitte ergab eine
signifikant reduzierte Anzahl an FoxP3 positiven Zellen in Méusen die eine OV A-spezifische Kolitis
induziert bekamen (3,75 + 1,5 Zellen/HPF). Die Kontrollen zeigten eine erhohte Anzahl an FoxP3
positiven Zellen in den Darmquerschnitten (5,75 £ 0,5 Zellen/HPF; p <0,01). Diese konnte jedoch
durch die tigliche Fiitterung (Tag 2 bis 4) mit dem spezifischen Antigen OVA zwischen den
intraluminalen OVA Behandlungen (Tag 1 und 5) (25,8 £ 18,7 Zellen/HPF; p <0,005) signifikant
gesteigert werden (Abbildung 5.9.8.).
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CD44v7-/- Zellen CD44v7-/- Zellen CD44v7-/- Zellen
OVA Kolitis induziert OVA Kolitis Kontrolle
+ OVA Fitterung

Abbildung 5.9.7.: Durchflusszytometrische Analyse von FoxP3 pos. Zellen reisolierter LPMC aus Balb/c
Wildtyp Miusen mit OV A-spezifischer Kolitis mit und ohne zusétzlicher Fiitterung nach
Transfer von CD44v7-/- OVA-TCR pos. T-Zellen
LPMC wurden isoliert und mit einem Ratte-anti-Maus CD4-Antikorper und einem Ratte-anti-
Maus FoxP3-Antikorper geférbt. Die Analyse erfolgte mittels FACSCalibur und der CellQuest™
Software (BD Biosciences) (***p< 0,0005; **p< 0,001; n=4).
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Abbildung 5.9.8.: Vergleich der Anzahl von FoxP3 pos. Zellen reisolierter LPMC aus Balb/c Wildtyp Méusen
mit OVA-spezifischer Kolitis mit und ohne zusitzlicher Fiitterung nach Transfer von
CD44v7-/- OVA-TCR pos. T-Zellen
Dickdarmquerschnitte wurden angefertigt und die Zellen mittels eines Ratte-anti-Maus FoxP3-
Antikorpers markiert und durch ein mehrstufiges Detektionssytem sichtbar gemacht. Die Anzahl
der Zellen wurde mittels ,,Zeiss Imager Z1 Axio*- Mikroskop pro high power field (HPF) gezéhlt
(**p< 0,005; *p< 0,01; n=4).

5.10. OVA-spezifische Kolitis und M1.1 und Gal-2

In Kooperation mit Daniela Paclik aus der Arbeitsgruppe von Andreas Sturm (Medizinische Klinik
mit Schwerpunkt Hepatologie, Gastroeneterologie, Endokrinologie und Stoffwechsel, Charité
Universitdtsmedizin Berlin, Campus Virchow Klinikum) wurde die Wirkung des Tierlektins
Galektin-2 (Gal-2) und des Fusionsproteins M1.1 (CD44v7-IgM) auf die Ausbildung einer OVA-
spezifischen Kolitis untersucht. Die intraperitoneale Injektion von sowohl Gal-2 als auch MI.1
verhinderte die Ausbildung einer intestinalen Entziindung. Im Vergleich zu Tieren mit ausgebildeter
OV A-spezifischer Kolitis konnte keine epitheliale Ulzeration, kein Einstrom von mononukledren

Zellen in die Mukosa und kein Verlust von Becherzellen beobachtet werden (Abbildung 5.10.1.).

Dies wurde durch die Erhebung des histologischen Scores bestitigt. Dort kam es zur signifikanten
Reduktion des histologischen Scores nach Injektion von Gal-2 (0,8 + 0,3; p < 0,0005) bzw. von M1.1
(0,7 £ 0,8; p < 0,001) im Vergleich zur unbehandelten Kolitis (3,3 = 0,8). Tiere, die mit
Kontrollprotein behandelt wurden, zeigten keine intestinalen Entziindungserscheinungen und wiesen
einen gesunden, sehr niedrigen histologischen Score auf (0,4 + 0,4 pg/ml; p < 0,0001) (Abbildung
5.10.2.). Die intraperitoneale Injektion von PBS bzw. isotonischer Kochsalzlésung hatte keinen

Einfluss auf die Ausbildung der OV A-spezifischen Kolitis (Daten nicht gezeigt).
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M1.1 injiziert Gal-2 injiziert

Abbildung 5.10.1.: Haematoxylin & Eosin gefirbte Dickdarmquerschnitte isoliert aus Balb/c Wildtyp nach
Induktion einer OV A-spezifischen Kolitis mit und ohne Injektion von M1.1 bzw. Gal-2
Isolierten Dickddrme wurden geschnitten und mit Haematoxylin & Eosin gefirbt. Die Aufnahme
der Bilder erfolgte mit einem BZ-8000K Mikroskop (Messbalken 100 pm).
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M1.1 injiziert Gal-2 injiziert

Abbildung 5.10.2.: Histologischer Score bei OV A-spezifischer Kolitis mit und ohne Injektion von M1.1 bzw.
Gal-2 im Vergleich zu Kontrollen
Isolierte Dickddrme wurden mit Haematoxylin & Eosin gefdrbt und der Grad der Entziindung
mittels eines modifizierten Scoring-Schemas nach Assemann et al. [2003] bestimmt
(***p < 0,0001; **p <0,0005; *p <0,001; n=5).

Parallel dazu zeigte sich, dass die Behandlung der Kolitis mit Gal-2 und M1.1 eine Reduktion von
OVA-TCR positiver T-Zellen innerhalb der Lamina propria (Gal-2: 0,7+0,1; p<0,0001;
M1.1: 1,0 £ 0,8; p < 0,005) im Vergleich zur unbehandelten Kolitis (3,0 + 0,6) zur Folge hat. Die
Kontrollen zeigten ebenfalls eine signifikant erniedrigte Anzahl an OVA-TCR positiver T-Zellen
innerhalb der LP (1,0 £ 0,3; p < 0,0005; standardisierte Werte) (Abbildung 5.10.3.). Die Anzahl der
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OVA-TCR positiven Zellen innerhalb der mLN war bei allen vier Versuchsgruppen auf demselben

niedrigen Niveau, und es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

*%*

OVA-TCR+/CD4+ [stand. Werte]
N

OVA Kolitis OVA Kolitis OVA Kolitis Kontrolle
M1.1 injiziert  Gal-2 injiziert

Abbildung 5.10.3.: Vergleich der Anzahl OVA-TCR pos. Zellen bei OVA-spezifischer Kolitis mit und ohne
Injektion von M1.1 bzw. Gal-2 und Kontrollen
LPMC (schwarzer Balken) und mesenterialen Lymphknotenzellen (weiler Balken) wurden
isoliert und mit einem Ratte-anti-Maus CD4-Antikorper und einem Maus-anti-Maus OVA-TCR-
Antikorper gefirbt. Die Analyse erfolgte mittels FACSCalibur und der CellQuest™ Software der
Firma BD Biosciences (***p < 0,0001; **p < 0,0005; *p < 0,005; n=5).
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6. Diskussion

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) werden hervorgerufen durch eine aggressive
Immunantwort des Darmimmunsystems. Einer von 250 Nordeuropédern ist an diesen chronischen,
wiederkehrenden Entziindungen des Gastrointestinaltrakts erkrankt (Gaya et al., 2006). In gesunden
Individuen ist das mukosale Immunsystem in der Lage, eine Vielzahl von Nahrungsmittelantigenen
und Antigenen der vorhandenen Darmbakterien zu tolerieren. Dieses Phidnomen wird als orale
Toleranz bezeichnet. Fine gebrochene Toleranz wird als mdéglicher Pathomechanismus der CED
vermutet (Duchmann 1995; Mowat 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neues Modell einer antigen-spezifischen Kolitis entwickelt, dass
in verschiedenen genetischen Mausmodellen etabliert werden kann und eine einfache Methode
darstellen soll, um sowohl die Rolle verschiedener T-Zellpopulationen z.B. regulatorischer oder
Effektor-T-Lymphozyten als auch die Mechanismen der Immunisierung im Vergleich zur oralen
Toleranz, zu untersuchen. Dabei sollte vor allem auf die Rolle des kostimulatorischen

Oberflichenmolekiils CD44v7 eingegangen werden.

6.1. Ovalbumin wird im Darm prisentiert

Grundlage des antigen-spezifischen Kolitismodells war das transgene Ovalbumin (OV A)-spezifische
T-Zellrezeptor (TCR) Modell DO11.10. Bis zu 97% der T-Zellen dieser Méduse exprimieren einen T-
Zellrezeptor auf ihrer Oberfliche, der spezifisch das OVA Peptid 323-339 erkennen kann (Murphy et
al., 1990). Verschiedene Forschergruppen waren schon in der Lage, nach Transfer von OVA-TCR
positiven T-Zellen und Verabreichung von OV A-exprimierenden E.coli Bakterien in den Darmtrakt,
eine passagere Kolitis in verschiedenen Miusestimmen zu induzieren (Igbal et al., 2001; Yoshida et
al., 2001, 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die direkte Applikation von
OVA in den Darm ausreichend ist, eine chronische Entziindung der Darmmukosa hervorzurufen. Es
ist bekannt, dass sowohl Dendritische Zellen als auch Makrophagen Antigene aus der Mukosa
aufnehmen konnen (Kelsall and Rescingo 2004; Smith et al., 2005). Einleitende Untersuchungen
sollten jetzt vor allem kldren, welche Zellen in welchem Zeitraum ein Antigen aus dem Darmlumen
aufnehmen kénnen.

Erstmals konnte gezeigt werden, dass OVA schon nach 10 Minuten von intestinalen antigen-
prisentierenden Zellen (APZ) aufgenommen wird. Diese waren zu einem Grofteil CD11b positiv, was
auf intestinale Makrophagen hindeutet. Ein weiterer, jedoch geringfiigiger Prozentsatz der Zellen, die
das Antigen aufgenommen haben, waren CD11c positiv, ein Marker, der sich im Wesentlichen auf
Dendritischen Zellen, aber auch auf Makrophagen und B-Zellen nachweisen ldsst. CD11c ist ein
Transmembranprotein, dass sowohl APZ aktiviert als auch den sogenannten oxidativen Burst auslosen

kann, ein Oxidationsprozess, bei dem Sauerstoffradikale freigesetzt werden und der die intrazelluldre
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Verdauung von Pathogenen nach Phagozytose in z.B. Makrophagen bewerkstelligt (Cabafias et al.,
1989).

Immunfluoreszenz-Féirbungen bestitigten, dass es sich bei dem Grofiteil der antigen-aufnehmenden
Zellen um intestinale Makrophagen handelt, da sie neben der griinen Fluoreszenz des aufgenommenen
OVA-FITC-Konjugates zusitzliche eine Farbung mit dem Makrophagen-spezifischen Antikorper
F4/80 aufwiesen.

AuBerdem konnte festgestellt werden, dass OVA schon bei der geringen Menge von 50 ug von APZ
aufgenommen wird, und dass sowohl intestinale APZ von Balb/c Wildtyp Miusen als auch von
CD44v7-/- Miéusen das Antigen aufnehmen. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass nach
der Verabreichung von OVA in den Darm, dieses sehr schnell und auch schon in geringen Mengen
von intestinalen APZ sowohl in Balb/c Wildtyp als auch CD44v7-/- Miausen aufgenommen und

prasentiert wird.

6.2. CD44v7 hat keinen Einfluss auf die Ausbildung von oraler Toleranz

Ovalbumin ist ein Protein, das in groBen Mengen im Eiklar von Vogeleiern vorkommt. Es eignet sich
hervorragend fiir antigen-spezifische Studien, da es ein Neo-Antigen fiir den murinen Organismus ist
und keine Kreuzreaktivitit mit der Darmmukosa aufweist. Die Induktion von oraler Toleranz nach
Transfer von DO11.10 (OVA-TCR positive) T-Zellen in Balb/c Wildtyp Méause und Fiitterung mit
OV A konnte schon mehrfach gezeigt werden (Van Houten and Blake, 1996; Lee at al., 2000). Ein Ziel
dieser Arbeit war es, herauszufinden ob bei einer antigen-spezifischen Kolitis durch die Fiitterung mit
dem spezifischen Antigen orale Toleranz induziert und die Kolitis auf diese Art und Weise
unterbunden bzw. ausgeheilt werden kann. Um die Bedeutung von CD44v7 in diesem Zusammenhang
genau erldutern zu konnen, sollten einleitende Versuche klidren, ob es moglich ist, nach Deletion von
CD44v7 jeweils beim Spender- und Empfingertier, orale Toleranz zu induzieren.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl nach Transfer von DO11.10 T-Zellen als auch nach Transfer
von CD44v7-deletierten OVA-TCR positiven T-Zellen in Balb/c Wildtyp, aber auch in CD44v7-/-
Miuse orale Toleranz durch Fiitterung mit OVA erzielt werden konnte. Ausdruck der entstandenen
Anergie war eine signifikante Reduktion der Anzahl OVA-TCR positiven T-Zellen innerhalb der
kaudalen Lymphknoten in gefiitterten Tieren, im Vergleich zu den PBS-gefiitterten Kontrollen.
Fluoreszenz-Analysen mit CFSE zeigen zusétzlich, dass die Proliferation der OVA-TCR positiven T-
Zellen bei gefiitterten Tieren stark vermindert ist. Diese Befunde entsprechen den publizierten
Ergebnissen bei Toleranzinduktion im T-Zelltransfermodell, bei denen nach Induktion oraler Toleranz
eine Blockade des Zellzyklus festgestellt werden konnte (Van Houten and Blake, 1996; Sun et al.,
2003).

Eine Analyse der Interferon (IFN)-y und Interleukin (IL)-10 Produktion bei isolierten kaudalen

Lymphknotenzellen zeigt eine verminderte Produktion von IFN-y und eine erhéhte Produktion von IL-
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10 bei gefiitterten Tieren im Vergleich zu den Kontrollen. Dies deutet darauf hin, dass die Fiitterung
mit OVA, nach Transfer von OVA-TCR positiven T-Zellen, die Proliferation dieser durch
regulierende Zytokine supprimiert.

Die orale Gabe von 20 mg OVA wird als Niedrig-Dosis-Fiitterung angesehen (bis 50mg) und es
konnte gezeigt werden, dass diese Art der oralen Toleranzinduktion durch die Bildung regulatorischer
T-Zellen erreicht wird (Miller et al., 1992). Dabei werden supprimierende Zytokine wie TGF-
(Transformierender Wachstumsfaktor B, engl.: transforming growth factor), IL-10 und IL-4 gebildet,
die eine Aktivierung von Effektor-T-Zellen und somit eine Immunantwort unterdriicken. Hoch-Dosis-
Gaben von Antigen induzieren im Gegensatz dazu die Anergie und/oder klonale Deletion von
Effektor-T-Zellen (Melamed und Friedman, 1993; Chen et al., 1995). Eine strikte Unterteilung scheint
nach neuesten Erkenntnissen jedoch schwierig zu sein. Es ist eher wahrscheinlich, dass sich beide
Mechanismen iiberschneiden (Garside und Mowat, 2001).

Dass der Experimentieransatz aber auch systemische Anergie hervorruft, zeigt klinisch die Induktion
einer DTH (engl.: delayed type hypersensitivity) am Ohr. Gefiitterte Tiere zeigen eine sehr geringe
Schwellung nach Restimulation mit OVA wihrend Kontrolltiere eine deutliche Immunisierung mit
DTH Reaktion und signifikanter Ohrschwellung aufweisen.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Induktion einer oralen Toleranz unabhingig von der
Expression von CD44v7 induziert werden kann, und dass diese gekennzeichnet war durch eine
verminderte Anzahl an OVA-TCR positiven T-Zellen aufgrund einer reduzierten Proliferation der T-

Zellen bzw. Apoptose in der Lamina propria (LP).

6.3. Ausbildung der Ovalbumin-spezifischen Kolitis

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kolitis durch intrarektal verabreichtes OVA nach Transfer von
OVA-TCR positiven T-Zellen in immunkompetente Balb/c Wildtyp Méause induziert. Keine Kolitis
konnte beobachtet werden nach Transfer von T-Zellen mit identischer Antigen-Spezifitit und der
Verabreichung des Kontrollproteins BSA. Dies deutet darauf hin, dass die entwickelte Kolitis antigen-
spezifisch ist und antigen-unspezifische T-Zellen nicht in der Lage sind, diese Kolitis zu etablieren.
Der fiihrende klinische Befund bei den OV A-behandelten Miusen war Durchfall mit weichem bis
fliissigem Stuhl. Diarrhd ist auch das Hauptsymptom der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen,
wie dem Morbus Crohn des Menschen. Kontrolltiere wiesen in fast allen Experimenten normalen
Stuhl auf. Die Behandlung mit BSA/Ethanol ruft demnach keine inestinale Entziindung und
demzufolge keine verinderte Stuhlkonsistenz hervor.

Des Weiteren zeigten sowohl OV A-behandelte Miuse als auch die Kontrollen negative Himoccult-
Ergebnisse. Die durchaus ausgeprigte Kolitis ging auch nicht mit einem signifikanten Gewichtsverlust

einher. Verschiedene experimentelle Kolitis-Modelle konnten schon zeigen, dass die Schwere der
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Entziindung nicht in Zusammenhang mit einem Gewichtsverlust stehen muss (Ubersicht in Bouma
und Strober, 2003)

Die histologischen Untersuchungen der Dickddrme zeigten auf Seiten der Kolitis-induzierten Gruppe
eine Infiltration von mononukledren Zellen in die LP und die Submukosa. Dariiber hinaus konnte eine
Zerstorung der gleichférmigen Kryptenstruktur mit fokaler Aggregation von lymphoidalen Zellen und
einem Verlust von Becherzellen beobachtet werden. Diese fokalen Infiltrate dhneln denen im SCID-
Transfer-Modell, beschrieben von Powrie et al. (1993). Die transmurale Entziindung und die
segmentalen Infiltrate entsprachen auBerdem modellhaft den pathologischen Befunden, die bei
Morbus Crohn beobachtet werden.

Der signifikante Anstieg von OVA-TCR positiven T-Zellen in der LP von OV A-behandelten Miusen
stiitzt die Aussage, dass es sich bei dem hier etablierten Modell um ein antigen-spezifisches Modell
handelt, da keine Anhdufung dieser Zellen in der LP von Kontrollen nachgewiesen werden konnte. Es
ist anzunehmen, dass die Ursache hierfiir die lokale Applikation von OVA und daraus resultierender
Immunreaktion und das spezifische Einwandern der OVA-TCR positiven Effektor-T-Zellen zum Ort
der Entziindung ist. Keine Infiltration von OVA-TCR positiven T-Zellen sowie
Entziindungserscheinungen konnten innerhalb des Diinndarms festgestellt werden, da die intrarektale
Gabe von OVA mittels GefdBkatheters auf den Kolon beschriankt war und kein Antigen in den
Diinndarm appliziert werden konnte. Somit resultiert die Induktion dieser OV A-spezifischen Kolitis in
einer transmuralen inflammatorischen Krankheit, die auf den Dickdarm beschrinkt und auf eine Tyl
vermittelte Immunantwort zuriickzufiihren ist.

Im SCID-Transfer Modell (Powrie et al., 1993) konnte gezeigt werden, dass die endogene Darmflora
der wesentliche antigene Stimulus fiir die mukosale Entziindung sein kann, da in einer nahezu
»gnotobiotischen* d.h. keimfreien Umgebung kaum Entziindungserscheinungen festgestellt werden
konnten (Aranda et al., 1997). Ein wesentlicher Vorteil solcher Transfermodelle ist, dass die
transferierten T-Zellen innerhalb von Geweben leicht detektierbar sind. So konnten in dem hier
beschriebenen Modell die transferierten antigen-spezifischen T-Zellen durch Einsatz des anti-Maus
OV A-TCR-Antikorpers KJ1-26 (Murphy et al., 1990) spezifisch detektiert werden.

Der Nachteil der bisherigen Transfermodelle ist jedoch, dass die Antigen-Spezifitit dieser
transferierten Zellen nicht nachgewiesen werden kann. Im SCID-Transfer-Modell konnte bis jetzt
noch nicht gezeigt werden, ob eine Antigen-Kreuzreaktivitit mit dem Darmgewebe notwendig ist, um
die Kolitis zu induzieren und/oder ob antigen-spezifische T-Zellen notwendig sind, die etablierte
Kolitis aufrecht zu erhalten. Im vorliegenden neu etablierten Modell war die Ausbildung der Kolitis
eindeutig auf die Antigenreaktion der spezifischen T-Zellen zuriickzufiihren. Die Antigen-Spezifitit
der Immunreaktion konnte eindeutig durch die Identifikation von OVA-TCR positiven Zellen mittels
Durchflusszytometrie und Immunhistochemie nachgewiesen werden.

Des Weiteren zeigte die Vorbehandlung mit Ethanol in der mit BSA behandelten Kontrollgruppe, das

die Unterbrechung der epithelialen Barriere nicht ausreicht, transferierte T-Zellen zu aktivieren und
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die Migration in die LP zu induzieren. Diese Ergebnisse stehen in starkem Kontrast zu denen von
Yoshida et al. (2001), die vermuteten, dass die Behandlung mit Ethanol zu einer zerstdrten
Barrierefunktion des Epitheliums fiihrt und zu einer Translokation der intestinalen Bakterien und das
dies ausreichend ist, die Homdostase der Mukosa anhaltend zu storen. Diese akute Kolitis wurde
jedoch durch OVA-TCR positive T-Zellen ausgelost, nachdem die Miuse Ethanol und OVA
exprimierende Escherichia coli Bakterien (EcOVA) verabreicht bekommen haben. In unseren Hénden
zeigte sich eindeutig, dass die intrarektale Gabe von Ethanol allein keine stabile Infiltration von
mononukledren Zellen zufolge hat, wie wir sie wihrend der OV A-spezifischen Kolitis vorfinden. Im
Vergleich zu den Versuchen bei denen EcOVA verwendet wurde, ist das vorliegende Modell leicht zu
reproduzieren, insbesondere da gentechnisch verdnderte Escherichia coli nur unter bestimmten
Sicherheitsbedingungen im Tierstall eingesetzt werden konnen. Wir halten das hier beschriebene
Modell deshalb fiir besonders geeignet, um die Mechanismen der Immunregulation auf Antigene zu
untersuchen. In diesem Modell konnen dariiber hinaus auch die Mechanismen der oralen Toleranz im
Vergleich zur antigen-spezifischen Immunisierung geklirt werden. Die direkte Applikation von OVA
in den Darm und der Finsatz von Balb/c Wildtyp Miusen stellt dabei eine Weiterentwicklung der
bisherigen antigen-spezifischen Kolitismodelle dar, da auf die Verwendung von immundefizienten
Miusen und modifizierten Bakterien verzichtet werden konnte (Yoshida et.al., 2001, Igbal et.al., 2002,
Watanabe et al., 2005). Da noch unklar ist, ob und wie bakterielle Antigene auf die Immunantwort und
somit die Induktion einer Kolitis wirken, ist die direkte Applikation des Proteins von Vorteil.

Es konnte auBBerdem festgestellt werden, dass die Immunreaktion durch Zytokine vermittelt wurde, die
dem Tyxl-Typ entsprechen. Dabei kam es zu einer Erh6hung in der Produktion von IFN-y durch T-
Zellen aus mesenterialen Lymphknoten, LP und Darmgewebskultur. IFN-y ist ein pro-
inflammatorisches Zytokin, das vor allem von T-Zellen nach Aktivierung durch IL-12 von APZ
gebildet wird. Frithe Studien konnten zeigen, dass die Aktivierung von T-Zellen in intestinalem
Gewebe durch IL-12 und anti-CD3 eine erhohte Sekretion von IFN-y zur Folge hat. Diese resultierte
in einer signifikanten, schweren Gewebsverletzung (Monteleone et al., 1999). Diese Tyl-vermittelte
Immunantwort stellt einen bedeutenden Faktor der Pathophysiologie von Morbus Crohn dar.
Untersuchungen in einem anderen Kolitis-Modell zeigten ebenfalls, dass die Inflammation im Darm
vermittelt wird, durch die Produktion von IFN-y nach Aktivierung von Tyl-Zellen durch IL-12
(Powrie et al., 1994b). In diesem Modell erfolgte die Induktion der mukosalen Entziindung mittels
Transfer von CD45RB"&" T-Zellen (naive T-Zellen) in SCID bzw. Rag2-/- Mduse. Dies fiihrte zu einer
schweren intestinalen Entziindung nach 3 bis 5 Wochen. Ein Kotransfer mit CD45RB"" T-Zellen
verhinderte hingegen die Ausbildung einer Inflammation (Morrissey et al., 1993; Powrie et al.,
1994b). Die Kolitis, die in dem vorliegenden Modell beschrieben wird, ist kurzlebiger und hat einen
sehr akuten Verlauf im Vergleich zum SCID-Transfer-Modell.

Langzeitversuche zeigten, dass die Entziindungserscheinungen im Darm und der Histologische Score

innerhalb von 6 Tagen nach der letzten intrarektalen OV A-Applikation deutlich reduziert war, und
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dass es zu einer Ausheilung der Kolitis kommt. Die Verbesserung der Symptome und Remission der
Kolitis war verbunden mit der Abnahme an OVA-TCR positiven CD4" T-Zellen innerhalb der Lamina
propria und einer reduzierten Produktion von IFN-y (Daten nicht gezeigt). Daraus lédsst sich
schlussfolgern, dass eine ein- bis zweimalige Antigengabe nicht ausreichend ist, um eine anhaltende
Entziindung anzustofen. Die wiederholte Gabe von voraktivierten OVA-TCR positiven T-Zellen und
die wiederholte OV A-Applikation sorgten fiir eine Aufrechterhaltung der Kolitis iiber einen Zeitraum
von bis zu 19 Tagen. Es konnten nach Beendigung des Experimentes keine OVA-TCR positiven CD4*
T-Zellen innerhalb der Lamina propria wieder gefunden werden. Die Zellen zeigten auch keine
signifikant erhohte Sekretion von IFN-y nach Restimulation in Kultur. Dies deutet darauf hin, dass die
induzierte Langzeit-Kolitis nach 19 Tagen einen anderen Charakter aufweist, als die akute OVA-
spezifische Kolitis. Es ist moglich, dass antigen-unspezifische T-Zellen durch die wiederholte Gabe
von OV A kreuzimmunisiert wurden und nun die Hauptursache fiir die Aufrechterhaltung der Kolitis

iiber diesen langen Zeitraum sind.

6.4. Induktion von oraler Toleranz unterdriickt die Ausbildung einer OVA-

spezifische Kolitis

Wie zuvor schon erwihnt, scheint bei experimentellen Kolitismodellen und bei CED im Menschen die
Ausbildung der Krankheit auf einer fehlgeleiteten Immunantwort zu basieren, die auf eine Storung des
homdostatischen Gleichgewichts zuriickzufiihren ist (Wittig und Zeitz, 2003). Die abnormal
iibersteigerte Immunantwort wird dabei durch eine erhdhte Aktivierung von Effektor-T-Lymphozyten
generiert (Elson et al., 2005). Durch Induktion von oraler Toleranz sollte nun versucht werden, die
iibersteigerte Aktivierung zu verhindern, das homoostatische Gleichgewicht wieder herzustellen und
dadurch die Ausbildung der OV A-spezifischen Kolitis zu verhindern.

Durch die Fiitterung mit dem Antigen OVA konnte die Ausbildung einer OV A-spezifischen Kolitis
unterbrochen werden. Dies wurde deutlich durch einen signifikanten Riickgang des histologischen
Scores auf das Niveau der gesunden Kontrollen im Vergleich zur etablierten OV A-spezifischen
Kolitis. Wie bereits diskutiert, wird orale Toleranz durch unterschiedliche Mechanismen ausgelost
(Garside und Mowat, 2001). Dies ist zum einen die Unterdriickung einer Immunantwort durch
regulatorische Zytokine, zum anderen die Induktion von Apoptose der aktivierten Effektorzellen. Von
Van Houten und Blake (1996) wurde im oralen Toleranz-Modell nach adoptivem Transfer von
trangenen Zellen gezeigt, dass bereits 5 Tage nach Fiitterung mit dem spezifischen Antigen eine
vernachlédssigbare Anzahl transferierter, transgener Zellen in der Lamina propria detektierbar war. Sie
nahmen daher an, dass anerge Zellen nicht mehr in die LP einwandern. Dies konnte auch im
vorliegenden Fall eine Ursache fiir die reduzierte Anzahl von OVA-TCR positiven T-Zellen in der LP

nach der Fiitterung mit OVA sein.
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In dem vorliegenden Modell war die IFN-y Sekretion der LPMC in vitro nach Antigen-Restimulation
in den gefiitterten Tieren deutlich reduziert. Da neuere Untersuchungen zeigten, dass bei Morbus
Crohn die iibersteigerte Immunantwort sowohl durch Tyl- als auch durch Tyl7-Lymphozyten
vermittelt wird (Yen et al., 2006), wurde auBBerdem die Konzentration von IL-17 in der Kultur der
LPMC untersucht. Maduse mit etablierter OV A-spezifischer Kolitis zeigten im Vergleich zu den
Kontrollen einen deutlichen Anstieg von IL-17, der durch zusétzliche Fiitterung mit OVA signifikant
reduziert wurde. Daher kann man davon ausgehen, dass die Fiitterung mit OVA und somit die
Induktion der oralen Toleranz die Aktivierung von Effektor-T-Zellen sowohl des Tyl-Typs als auch
des Ty17-Typs unterbindet. Diese Unterdriickung der Aktivierung von Effektor-T-Lymphozyten ist
aller Voraussicht nach die Hauptursache dafiir, dass nach Fiitterung mit dem spezifischen Antigen und
Induktion der oralen Toleranz die etablierte OV A-spezifische Kolitis im Tiermodell ausheilt.

Zelluldre Analysen verdeutlichten, dass bei der Toleranzinduktion in der antigen-spezifischen Kolitis
regulatorische T-Zellen von Bedeutung sind. Immunhistochemisch und durchflusszytometrisch wurde
ein signifikanter Anstieg von FoxP3* CD4" T-Zellen innerhalb der LP von OV A-gefiitterten Miusen
nachgewiesen. Dies bestitigte sich sowohl im Vergleich zu Méusen mit etablierter OV A-spezifischer
Kolitis als auch im Vergleich zu den Kontrollen. Bemerkenswert ist, dass diese regulierenden T-Zellen
OVA-TCR negativ, also nicht antigen-spezifisch waren. In der LP bei OV A-spezifischer Kolitis waren
keine bis spirliche FoxP3" CD4" T-Zellen in den massiven Infiltraten aus OVA-TCR positiven Zellen
nachweisbar. Dagegen kam es bei Toleranzinduktion zu einem weitgehend kompletten Riickgang des
Anteils OVA-TCR positiver T-Zellen und dafiir zu einem signifikanten und iiberschieBenden Anstieg
von FoxP3" CD4" T-Zellen, der den Anteil bei gesunden Kontrollen iiberstieg. Dies zeigt, dass es
durch Fiitterung mit OVA zu einer zelluldren Suppression der antigen-spezifischen Effektorzellen
durch antigen-unspezifische regulatorische T-Zellen kommt. Die Mechanismen dieser Suppression
sind bisher nicht komplett bekannt (Faria and Weiner, 2005). Regulierende Zytokine wie TGF-$ und
IL-10 scheinen daran beteiligt zu sein. IL-10 hat eine dichotome Funktion wihrend der Immunantwort
und wirkt negativ auf die Produktion von Tyl Zytokinen. Dies wird vor allem im Kolitismodell von
IL-10-/- Miusen deutlich, die eine spontane Enterokolitis entwickeln (Rennick and Fort, 2000). Im
beschriebenen Modell zeigte sich bei der etablierten OV A-spezifischen Kolitis eine signifikant
reduzierte IL-10 Produktion durch reisolierte LPMC, wihrend die zusitzliche Fiitterung mit OVA
einen Anstieg der Produktion von IL-10 bewirkte. Es wird vermutet, dass die erhohte Sekretion von
IL-10 durch die vermehrte Anzahl von FoxP3 positiven Zellen innerhalb der LMPC Population nach
Fiitterung mit OV A erfolgt.
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6.5. CD44v7-Deletion auf Makrophagen, aber nicht auf T-Zellen unterbindet
die Ausbildung der OVA-spezifischen Kolitis

Deletion von CD44v7 bzw. der Einsatz von Antikorper gegen CD44v7 schiitzt im Mausmodell vor der
Ausbildung einer chemisch-induzierten Kolitis bzw. induziert deren Ausheilung. Dariiber hinaus sind
doppeltdeletierte CD44v7-/- x IL-10-/- Mdiuse vor der Ausbildung einer Enterokolitis geschiitzt
(Wittig et al, 1998, 2000). Die Bedeutung von CD44v7, das wesentlich fiir die intestinale
Immunantwort zu sein scheint, sollte nun sowohl in der inflammatorischen Immunantwort im neu
entwickelten Modell der OV A-spezifischen Kolitis als auch in der protektiven Immunantwort der
antigen-spezifischen Toleranz untersucht werden.

Zu unserer Verwunderung konnte in der CD44v7-/- Maus nach Transfer von OVA-TCR positiven T-
Zellen und Stimulation mit Ovalbumin eine Kolitis induziert werden. Dies lie} sich allerdings nur
dann reproduzieren, wenn den OVA-TCR positiven T-Zellen eine geringe Anzahl Wildtyp-
Makrophagen mit erhaltener CD44v7-Expression zugemischt war. Der Transfer hochreiner T-Zellen,
unabhingig ob diese CD44-Wildtyp oder CD44v7-/- waren, fiihrte nicht zur Ausbildung einer Kolitis.
Somit ist die Expression von CD44v7 auf aktivierten Makrophagen essentiell, eine experimentelle
Kolitis auszubilden. Das Fehlen von CD44v7 auf komplett allen Makrophagen schiitzt vor dieser
intestinalen Entziindung. Dagegen ist die Moglichkeit, CD44v7 auf der T-Zelle hochzuregulieren,
nicht relevant, denn sowohl CD44v7-Wildtyp als auch CD44v7-/- T-Zellen konnen nach
Antigenstimulation eine Kolitis in Wildtyp-Mé&usen induzieren. Histologisch und immunologisch wies
die Kolitis in der CD44v7-/- Maus nach Kotransfer von Wildtyp-Makrophagen die gleichen
Charakteristika auf wie in der Balb/c Wildtyp-Maus. Die geschiitzte CD44v7-/- Maus zeigte dagegen
einen Normalbefund in der LP. Die ,,Verunreinigung® mit geringsten Mengen von Makrophagen
(< 2%) mit erhaltener CD44v7-Expression reichte somit aus, antigen-induziert eine schwere intestinale
Entziindung hervorzurufen.

Die Ausheilung der entziindlichen Infiltrate aus OVA-TCR positiven T-Zellen wird vermutlich durch
eine erhohte Apoptose der Effektor-T-Zellen in der Darmmukosa vermittelt. Bei CED, im Besonderen
bei MC, zeigen T-Zellen, am ehesten aufgrund einer Stérung der homoostatischen Balance innerhalb
des Darmes, einen gesteigerten Zell-Zyklus und eine gestorte Apoptose. Die Induktion von Apoptose
der Effektor-T-Zellen scheint daher eine effektive Methode die Ausbildung der Krankheit zu
verhindern.

Dies bestitigte sich in unterschiedlichen experimentellen Kolitismodellen. So resultierte die Deletion
von CD44v7 in einer erhdhten Apoptoserate von aktivierten Lymphozyten und Makrophagen nach
Aktivierung (Wittig et al., 2000). CD44v7 wird exklusiv auf aktivierten mononukledren Zellen,
Lymphozyten und Makrophagen exprimiert, insbesondere innerhalb der entziindlichen Darmmukosa
(Wittig et al., 1997). Andererseits zeigten unsere Ergebnisse eindeutig, dass die Expression von

CD44v7 auf Makrophagen, aber nicht auf T-Zellen essentiell fiir die Ausbildung der OVA-
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spezifischen Kolitis ist. Es ist daher zu vermuten, dass neben der Apoptose von T-Zellen in den
Infiltraten auch die Inhibition der Makrophagenaktivierung, bedingt durch das fehlende
kostimulatorische Signal von CD44v7, in einer nicht-aktivierenden Prédsentation des Antigens
resultiert und somit zu einer verminderten Entziindung fiihrt. Dies wurde bestétigt durch kiirzliche
Untersuchungen (Wittig et al, Manuskript), bei denen Makrophagen mit CD44v7-Deletion keine
T-Zellaktivierung und -proliferation induzieren konnten.

Dass die Deletion von CD44v7 auf den T-Zellen keine Rolle bei der Entwicklung der OVA-
spezifischen Kolitis spielt, wird durch die Ergebnisse nach Transfer von CD44v7-deletierten OV A-
TCR positiven T-Zellen in Balb/c Wildtyp Miuse bestitigt. Der Transfer dieser Zellen und die
intrarektale Applikation von OVA fiihrten zur Ausbildung einer OV A-spezifischen Kolitis. Dabei
zeigen sich dieselben Symptome und Parameter wie nach Induktion einer OV A-spezifischen Kolitis in
Balb/c Wildtyp Miusen nach Transfer von DO11.10 T-Zellen ohne CD44v7-Deletion. Sind also
Wildtyp-Makrophagen vorhanden, kommt es nach Transfer von CD44v7-deletierten T-Zellen und
intrarektaler Verabreichung von OVA zu einer schweren intestinalen Entziindung mit signifikantem
prozentualem Anstieg von OVA-TCR positiven Zellen innerhalb der LP. Die Ausbildung der OVA-
spezifischen Kolitis ldsst sich, wie bei den DO11.10 T-Zellen, nach Transfer von CD44v7-deletierten
T-Zellen durch orale Gabe von OV A unterdriicken. Auch hier wurde in der unauffilligen Mukosa eine
Vermehrung von FoxP3 positiven Zellen in der LP festgestellt. Diese Ergebnisse bestitigen sowohl
die Aussage, dass die Ausbildung der OV A-spezifischen Kolitis abhiingig ist von der Expression von
CD44v7 auf Makrophagen als auch die Aussage, dass die Expression von CD44v7 auf T-Zellen keine

Auswirkung auf die Induktion einer inflammatorischen oder tolerogenen Immunantwort hat.

6.6. Therapeutische Beeinflussung der OVA-spezifischen Kolitis

M1.1 ist ein Fusionsprotein, bestehend aus humanem IgM und den murinen CD44v1-10 Varianten,
und ist ein Antagonist von CD44 fiir die Bindung an seine Liganden, wie z.B. Hyaluronsdure als
Ligand von CD44s und Osteopontin als Ligand von CD44v6 und v7. Die therapeutische Gabe von
MI1.1 bedeutet somit eine kompetetive Hemmung der Wirkung von CD44v7. Tatsdchlich waren
Miuse nach Injektion von M1.1 vor der Ausbildung einer OV A-spezifischen Kolitis geschiitzt. Dies
konnte auch schon im Modell der TNBS- und DSS-induzierten Kolitis gezeigt werden (Wittig et al.,
1998; Farkas et al., 2005). Wie zuvor bereits erwihnt, ist dies wahrscheinlich auf eine erhohte
Apoptose von aktivierten Makrophagen und Lymphozyten zuriickzufithren (Wittig et al., 2000).
Hoffmann et al. (2007) zeigten zudem, dass der Einsatz von CD44v7-Antikdrpern nicht nur im
Mausmodell, sondern auch beim Patienten in vitro eine antiinflammatorische Wirkung zeigt. Dabei
kam es zur Induktion der Apoptose von aktivierten T-Lymphozyten und Makrophagen aus der Lamina

propria von Morbus Crohn-Patienten in vitro.
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Galektin-2 (Gal-2) induziert T-Zellapoptose durch Aktivierung von Caspase-3 und Caspase-9 und
erhoht die Bax/Bcl-2 Ratio (Sturm et al., 2004a). Bekannt ist, dass die Bax Expression bei Morbus
Crohn reduziert und die Expression von Gal-2 im entziindeten Darm nach Induktion einer DSS-Kolitis
verringert ist (Sturm et al., 2004b).

In Kooperation mit Daniela Paclik aus der Arbeitsgruppe von Andreas Sturm (Medizinische Klinik
mit Schwerpunkt Hepatologie und Gastroenterologie, Charité Campus Virchow Klinikum) wurde die
Wirkung von Gal-2 wihrend der OV A-spezifischen Kolitis untersucht (Paclik et al., 2008). Die
Injektion von Gal-2 zwischen den intrarektalen Behandlungen schiitzte ebenfalls vor der Ausbildung
einer OVA-spezifischen Kolitis. Alle Symptome, die auf die Ausbildung einer intestinalen
Entziindung hindeuten, waren im Vergleich zur etablierten OV A-spezifischen Kolitis signifikant

reduziert.

6.7. Zusammenfassung und Ausblick

Bei dem in dieser Dissertation vorgestelltem Modell handelt es sich um eine OV A-spezifische Kolitis,
die durch den adoptiven Transfer von Tyxl-Zellen in immunkompetente Miuse und intrarektaler
Applikation von OVA induziert wird. Gezeigt werden konnte, dass die induzierten intestinalen
Entziindungen die Charakteristika einer chronischen transmuralen Entziindung wie bei der chronisch
entziindlichen Darmerkrankung Morbus Crohn aufweisen. Es wurde daher als Modell fiir die
immunpathogenetischen Abldufe der Krankheit eingesetzt und die Moglichkeiten der Beeinflussung
der Immunantwort in Abhingigkeit des aktivierenden, kostimulatorischen Molekiils CD44v7
untersucht. Es zeigte sich, dass bei fehlender Expression von CD44v7 keine intestinale Entziindung
ausgelost werden kann. Induktion von oraler Toleranz heilt die Entziindung aus, dabei ist die
Expression von CD44v7 nicht notwendig. Die Entziindungsblockade bei fehlender Expression von
CD44v7 oder Toleranz geht mit einer vermehrten Expression von FoxP3 positiven Zellen einher.

Der Vorteil dieses neuen Modells ist, dass durch die Verwendung eines spezifischen Antigens die
Moglichkeit erdffnet wird, notwendige Bedingungen fiir die Induktion als auch die Suppression der
Kolitis zu studieren. Zudem ist es einfach in der Handhabung und kann schnell reproduziert werden.
Weitere Untersuchungen sollten sich vor allem auf die Stimulierung und Aktivierung transferierter
naiver OVA-TCR Zellen in Richtung Tyl in vivo konzentrieren. Des Weiteren sollte erforscht
werden, ob die ausgebildete OV A-spezifische Kolitis im Langzeitmodell durch die orale Gabe des
Antigens OVA ausgeheilt werden kann. Dies wire tatsdchlich ein Hinweis darauf, dass
Toleranzinduktion eine bestehende, aktive Entziindung neutralisieren oder zumindest wesentlich
abschwichen kann und wiirde eine klinische Bedeutung fiir die Therapie von Patienten mit Morbus
Crohn andeuten. Auflerdem gibt es bisher keine Erkldrung, warum die Kolitis im Langzeitmodell
aufrechterhalten wurde, obwohl nach 19 Tagen keine antigen-spezifischen T-Zellen mehr nachweisbar

waren. Zu vermuten ist hier eine Bystander-Inflammation, ausgeldst durch antigen-unspezifische
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T-Zellen. Eine Weiterentwicklung des Modells wire auch die Verwendung von anderen bzw.
mehreren spezifischen Antigenen.

Interessant fiir die klinische Verwendung wire die Fragestellung, inwieweit eine Unterdriickung bzw.
Ausheilung einer experimentellen Kolitis durch Transfer von FoxP3 positiven T-Zellen verwirklicht
werden kann. Allerdings gelingt der Transfer regulatorischer T-Zellen aus technischen Griinden bisher
nur unzureichend, da diese Zellen schwer zu kultivieren sind. In diesem Modell konnen neue
therapeutische Ansétze untersucht werden, die vor allem die Abhéngigkeit der Immunantwort von der
Antigenspezifitit oder die Unterscheidung der Reaktion von T-Zellen und Makrophagen klédren
wollen. Dabei kann sowohl die orale Gabe als auch die Injektion von therapeutischen Substanzen
getestet werden.

Krankheitsmodelle im Versuchstier sind im Vergleich zum Patienten wenig individuell und spiegeln
natiirlich nicht das gesamte Spektrum einer komplexen Krankheit wieder. Sie konnen jedoch gut
definierte immunologische Prozesse sehr klar darstellen. Thre Optimierung stellt daher fiir mein
Empfinden einen wesentlichen Bestandteil fiir die Entwicklung innovativer Therapien fiir Patienten

dar.
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Anhang

9. Anhang

Tabelle 9.1.:

Zellen aus

transferiert in

Fiitterung

Mittelwert

Standard-
abweichung

Standardisierte Mittelwerte und Standardabweichung reisolierter OVA-TCR-positiver
Zellen aus kaudalen Lymphknoten mit und ohne Induktion oraler Toleranz in Balb/c

und CD44v7-/- Mausen

Balb/c  Balb/c CD44v7-/- CD44v7-/- Balb/c Balb/c CD44v7-/-
OVAtg OVAtg OVAtg OVAtg OVAtg OVAtg OVAtg

Balb/c Balb/c Balb/c Balb/c CD44v7-/- CD44v7-/- CD44v7-/-
- + - + - + -
2,57 1,13 1,89 1,19 2,49 1,00 2,11
0,81 0,21 0,31 0,32 0,79 0,17 0,15
6 6 6 6 6 6 6

CD44v7-/-
OVAtg

CD44v7-/-

1,05

0,10
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