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1 Einfuhrung in die Thematik

Hohere Organismen verflugen als Schutz vor fremden Antigenen Uber ein
zweigliedriges Immunsystem. Dem zwar schnellen, jedoch weitgehend
unspezifischen angeborenen Immunsystem steht ein erworbenes adaptives System
gegenuber, dessen Effekte nach primarem Antigenkontakt langsamer eintreten. Es
verfugt jedoch Uber die grof3en Vorteile von a) Antigenspezifizat und b)
immunologischem Gedachtnis. Bei Reexposition mit einem bereits bekannten
Antigen vermag das adaptive System schnell und mit Hilfe klonal selektionierter
Rezeptoren (T-Zellrezeptoren, TCR) hochspezifisch zu reagieren. Dies betrifft sowohl
infektidse Organismen als auch nicht infektiose korperfremde Antigene oder
Gewebe. Unter bestimmten Umstanden kénnen diese Abwehrmechanismen

Ubersteigert (Allergie) oder fehlgeleitet (autoimmune Erkrankungen) sein.

1.1 Allergische Erkrankungen und Asthma Bronchiale

Bronchiales Asthma ist eine chronische Atemwegserkrankung, die durch
Atemwegsentziindung, reversible Atemwegsobstruktion und eine unspezifische
Atemwegshyperreaktivitat (AHR) gekennzeichnet ist. Wahrend der letzten 15 bis 20
Jahre ist die Pravalenz von Asthma deutlich gestiegen und betrifft inzwischen etwa
10% aller Individuen in Industrienationen (1). Heutige Therapieformen basieren im
Wesentlichen darauf, die zugrunde liegende Entzindung mit Kostikosteroiden zu
reduzieren. Diese Strategien sind nicht kurativ und kénnen der Verlauf der
Erkrankung nicht beeinflussen (2-6). Eine Therapie der zugrunde liegenden

allergischen Erkrankung erscheint demnach sinnvoller und langfristig effektiver.

Bei der Pathogenese von Allergien und Asthma bronchiale nimmt die inadaquate
Uberproduktion von T2 Zytokinen (IL-4, IL-5, IL-13 aber nicht IL-2 oder IFN-y) eine
zentrale Rolle ein und ist Ausdruck einer unangemessenen adaptiven Immunantwort
auf Umweltantigene. Thx2 Zytokine verursachen einen Anstieg der IgE Synthese,
steigern die Proliferation von eosinophilen und basophilen Granulozyten und
Mastzellen, und induzieren deren Chemotaxis in allergisch entziindliche Gewebe.
Hierdurch werden Reaktionen vom Soforttyp und vom verzdgerten Typ, beide
assoziiert mit Atemwegshyperreaktivitat (AHR), einem Hauptcharakteristikum von

allergischem Bronchialasthma, nicht nur verstarkt sondern auch verlangert.



1.2 T Zellen

Die wichtigsten Zellen des spezifischen Immunsystems hdherer Organismen sind die

T-Lymphozyten, welche sich im Thymus entwickeln.

Neben den zytotoxischen T-Zellen, welche CD8af-Heterodimere auf ihrer
Zelloberflache tragen, Antigene Uber eine MHCI-Prasentation erkennen und fur die
Erkennung und Beseitigung von Virus-infizierten Zellen entscheidend sind, spielen T-
Helferzellen fir die adaptive Immunantwort eine wichtige Rolle. T-Helferzellen
erkennen Antigene uber eine MHCII-Prasentation und tragen als Ko-Rezeptor CD4

auf ihrer Zelloberflache.

1.2.1 T-Helferzellen
Ausgehend vom Maussystem (7, 8) belegten Untersuchungen der friihen 90er Jahre

auch fur das Humansystem (9, 10), dass die Mehrzahl der antigenstimulierten T-
Helferzellen zwei klassischen Effektortypen zugeordnet werden kann. Die
Unterteilung basiert im Wesentlichen auf der Analyse des Profils der vom aktivierten
T-Helferlymphozyten freigesetzten Zytokine. Obwohl sich herauskristallisiert hat,
dass sehr viele Zwischenformen existieren, unterscheidet man zwischen zwei

~Extremtypen® der Zytokinauspragung.

Die so genannte ,Typ 1 T-Helferzelle” (Ty1) ist durch die Sekretion der Zytokine
Interferon (IFN)-y, Interleukin (IL)-2 und Tumornekrosefaktor (TNF)-f charakterisiert.

Demgegenuber stehen ,Typ 2 T-Helferzellen® (TH2), die durch die Sekretion der
Zytokine IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13 gekennzeichnet sind. Ty1- und Ty2-Zellen

entwickeln sich aus Ty0-Zellen, die sowohl Typ 1- als auch Typ 2-Zytokine

sezernieren.

Tu1-Zellen sind an der Abwehr von Infektionserregern wie Bakterien, Viren und
Pilzen beteiligt. Das von ihnen sezernierte IFN-y ist ein potenter
Makrophagenaktivator und stimuliert B-Zellen zur IgG-Produktion. Ty2-Zellen sind
wesentlich beteiligt bei der Ausbildung der humoralen Immunantwort einschliel3lich
der IgE-Produktion. Sie spielen bei der Abwehr von Helmintheninfektionen und bei
Allergien vom Soforttyp eine zentrale Rolle (11). Die von den Ty2-Zellen sezernierten
Zytokine IL-4 und IL-13 wirken synergistisch auf die IgE-vermittelte Typ |-Reaktion;
so induzieren beide den IgE-Isotypenwechsel in B-Zellen, wahrend IL-4 zudem noch
ein Mastzellaktivator ist. IL-5, ebenfalls ein Ty2-Zytokin, ist ein wichtiger Mediator flr

die Amplifikation und Aktivierung von eosinophilen Granulozyten. Zu den Ty2-



Zytokinen gehort auch IL-9, das unterschiedliche Zelltypen wie T- und B-Zellen,
Mastzellen und Eosinophile aktivieren kann und wahrscheinlich an der Entstehung

und Persistenz allergischer und asthmatischer Erkrankungen beteiligt ist (12).

Uber die sezernierten Zytokine beeinflussen sich die beiden Th-Subpopulationen
gegenseitig. So inhibiert das Ty1-Zytokin IFN-y die Proliferation von Ty2-Zellen, und
das Ty2-Zytokin IL-4 inhibiert die Differenzierung von Ty1-Zellen.

1.2.2 Regulatorische T Zellen
Obwohl neben den T-Helferzellen schon in den 70er Jahren die Funktion von T-

Suppressorzellen diskutiert wurde, kristallisierte sich erst ab Mitte der 90ger Jahre
die Bedeutung von regulatorischen T Zellen (Treg) heraus, die das Ty1/Thw2-Konzept
deutlich erweiterten (13-15). Die Hauptaufgabe der Treg besteht darin, die
korpereigenen Abwehrreaktionen im Gleichgewicht zu halten, d. h. kérpereigenes
Gewebe und Umweltreize (u. a. Allergene) zu tolerieren und die Bekadmpfung von

Krankheitserregern rechtzeitig zu beenden.

Der Begriff “regulatorische T Zelle” bezeichnet Zellen, die die Funktionen anderer
Zellen aktiv kontrollieren beziehungsweise blockieren. Regulatorische T Zellen
verhindern die Entstehung von Autoimmunkrankheiten und TransplantatabstofRungen
und verhindern in gesunden Individuen wahrscheinlich auch die Entstehung
allergischer Erkrankungen. Die genauen Mechanismen, wie diese Zellen solche
Funktionen ausliben oder die spezifischen Charakteristika dieser Zellen, sind
weitgehend unbekannt und Gegenstand intensiver vorklinischer und klinischer
Forschung. Grundsatzlich lassen sich zwei verschiedene Gruppen regulatorischer T
Zellen unterscheiden. Die erste Gruppe entsteht in dem fur T Zellen herkdmmlichen
Weg der Reifung und Selektion im Thymus und stellt somit eine endogene, naturliche
vorkommende Population regulatorischer T Zellen dar. Diese Zellen existieren
dauerhaft in der Peripherie und haben zur Aufgabe, potentiell pathologische
Autoimmunreaktionen kontinuierlich zu verhindern (,natirliche“ CD4"CD25" Treg
Zellen, Suppression zytokinunabhangig durch direkten Zellkontakt). Die zweite
Gruppe regulatorischer T Zellen entsteht in Folge einer T Zellaktivierung im Kontext
spezifischer kostimulatorischer Signale oder nach sub-optimaler Antigenexposition
(»adaptive” Treg, Suppression v.a. durch Zytokinsekretion). Adaptive Treg Zellen
beinhalten die bereits vor vielen Jahren beschriebenen Ty3 Zellen (Suppression

durch TGF-p) sowie eine inhomogene Gruppe IL-10 sezernierender regulatorischer T



Zellen (Tr1, Ty1-like und Th2-like Treg Zellen). Im Folgenden werden die

angesprochenen Subpopulationen regulatorischer T Zellen einzeln dargestellt.

Naturlich vorkommende Tgreg

Naturlich vorkommende Treg Zellen, erstmals von Sakaguchi et al. beschrieben,
machen etwa 5-10% aller CD4" T Zellen aus und sind wesentlich an der Pravention
organspezifischer Autoimmunerkrankungen und an der Erhaltung immunologischer
Selbsttoleranz beteiligt (16). Diese Zellen exprimieren die a-Kette des IL-2 Rezeptors
konstitutiv und reifen im Thymus als T Zellsubpopulation heran. Die Depletion von
CD25" regulatorischen T Zellen fiihrt zur Entstehung von autoimmun-bedingter
Thyroiditis und Gastritis, aber auch Diabetes mellitus Typ | und chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen. Andererseits fiinrte die Depletion von CD25"
Zellen zu einer verstarkten Tumorabwehr, was deutlich macht, dass diese
regulatorischen Zellen eine Vielzahl unterschiedlicher Immunantworten supprimieren
kénnen. CD25" T Zellen supprimieren Immunantworten durch direkten Zellkontakt in
Abhangigkeit von CTLA-4 und TGF-B. Unklar ist, inwieweit CD25" T Zellen
antigenspezifisch sind, aber Untersuchungen in TCR transgenen Mausen legen die
Vermutung nahe, dass diese Zellen im Thymus selektioniert werden und einen
hochaffinen T Zellrezeptor gegen Selbstpeptide tragen. Die suppressiven Effekte von
CD25" T Zellen kénnen durch IL-6 blockiert werden, welches von dendritischen
Zellen nach Aktivierung von Toll-like Rezeptoren (TLR) produziert wird. Alternativ
kénnten die Effekte von CD25" T Zellen darin begriindet liegen, dass diese Zellen —

unabhangig ihrer Spezifitat — Ressourcen wie z.B. IL-2 verbrauchen.

Insgesamt muss jedoch beachtet werden, dass CD25 von allen aktivierten T Zellen
exprimiert wird und somit einen aul3erst unzuverlassigen Marker flr regulatorische T
Zellen darstellt. Die Untersuchung dieser regulatorischen Zellen hangt davon ab,
inwiefern spezifische Marker fur diesen Zelltyp gefunden werden. Derzeit aul3erst
vielversprechend ist der Transkriptionsfaktor Foxp3, der hochspezifisch fir CD25"
regulatorische T Zellen zu sein scheint, als auch der Glukokortikoid-induzierte TNF
Rezeptor (GITR).

Tu3 Zellen wurden von Weiner et al. als CD4" T Zellen beschrieben, welche nach
oraler Antigenexposition in den mesenterialen Lymphknoten entstehen und TGF-

sowie unterschiedliche Mengen an IL-4 und IL-10 synthetisieren (17). Diese T Zellen



supprimierten die Entstehung einer experimentellen allergischen Encephalomyelitis
(EAE) und waren somit ein fruher Hinweis darauf, dass TGF-3 oder IL-10
produzierende T Zellen regulatorische oder suppressive Fahigkeiten haben und

somit die Entstehung pathogener autoreaktive T Zellen inhibieren.

Adaptive, IL-10 sezernierende requlatorische T Zellen (Treg): Roncarolo et al.

konnten zeigen, dass die chronische Aktivierung von CD4" T Zellen in Gegenwart
von IL-10 zu deren Differenzierung in TR1 Zellen flihrte, sowohl im Menschen als
auch in der Maus. TR1 Zellen zeigen ein schwaches Proliferationsverhalten und
produzieren deutliche Mengen an IL-10, wenig IL-2 und kein IL-4 (18). Diese antigen-
spezifischen T Zellen supprimieren die Proliferation von CD4" T Zellen und
verhindern die Entwicklung einer experimentellen Kolitis in SCID Mausen. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass TR1 Zellen antigenspezifische Immunantworten
verhindern kdénnen und die Funktion sowohl von pathologische autoantigen-

spezifischen T Zellen, als auch von Ty2 Zellen verhindern.

Andere Untersuchungen belegen, dass eine respiratorische Allergenexposition in
den peribronchialen Lymphknoten zur Heranreifung so genannter tolerogener
dendritischer Zellen (DC) fuhrt, welche ihrerseits die Aktivierung von Tp2-like Treq
Zellen induziert (19). Diese regulatorischen T Zellen synthetisierten gro3e Mengen
an IL-10 (in frihen Phasen auch IL-4) und exprimierten GATA-3 (Faktor zur
Differenzierung von Ty2 Zellen) und den in CD4"CD25" T Zellen beschriebenen
Transkriptionsfaktor FoxP3 (20). Th2-like Treg inhibieren die Proliferation von T
Zellen und die Ausbildung einer allergischen Atemwegserkrankung in Mausen.
Essentiell hierfiir scheint die Aktivierung der kostimulatorischen Signale ICOS-ICOS-

Ligand zu sein.

1.2.3 Ty17 Zellen
Bei den Ty17-Zellen handelt es sich um einen eigenen Differenzierungsweg, der

zusatzlich zu den Ty1-, Th2- und Treg-Zellen existiert. Neben IL-17 produzieren Ty17-
Zellen weitere Zytokine wie TNF-a, GM-CSF, IL-6, IL-23 und scheinen eine
wesentliche Rolle in der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten, u. a. der
rheumatoiden Arthritis, zu spielen (21). Insbesondere IL-23, ein heterodimeres
Molekdul (das zur IL-12-Familie gehort aus der p40 Untereinheit analog zum IL-12 und
der p19-Untereinheit aufgebaut ist), ist ein wichtiger Uberlebensfaktor fir Ty17-
Zellen, wahrend IL-6 und TGF-$ wichtig fur die Ausbildung des Ty17-Phanotyps sind.



Der Transkriptionsfaktor RORyt wurde als wesentlicher Hauptschalter fur die Ty17-

Zellentwicklung identifiziert.

1.2.4 NKT-Zellen
Naturliche - Killer T- (NKT-) Zellen wurden erstmals als eigenstandige Population

erkannt, als auf einer Population CD4 und CD8 negativer (DN) ofiT - Zellen (22-24)
die Expression des NK - Markers NK1.1 nachgewiesen wurde (25, 26). Die
Koexpression des TCR/CD3 - Komplexes und des NK1.1 Markers diente seitdem als
Surrogatmarker zur Detektion von NKT - Zellen. Folglich stehen die NKT - Zellen
sowohl hinsichtlich ihrer phanotypischen, als auch ihrer morphologischen (27, 28)

Erscheinung zwischen klassischen T- und NK - Zellen.

Die meisten NKT Zellen exprimieren einen hochkonservierten (invariant, i) T
Zellrezeptor (TCR) (Va14 murin, und Va24 human). NKT - Zellen produzieren rasch,
in weniger als einer Stunde, nach einer Stimulation Gber den TCR/CD3 - Komplex,
entweder durch a-CD3¢ Antikorper (29-32) oder durch den Liganden a-
Galactosylceramid (a-GalCer) (33), grof3e Mengen Zytokine und entwickeln
Zellzytotoxizitat. Da hierbei sowohl Ty1 Zytokine, wie z.B. IFN-y und TNF-a, als auch
Tw2 Zytokine, wie z.B. IL-4 und IL-10, freigesetzt werden (30-32), wurde bereits friih
eine Beteiligung der NKT - Zellen sowohl bei Ty1, als auch bei T2 vermittelten

Immunreaktionen vermutet.

Nach ersten Hinweisen (34-38) erwies sich, dass diese Va14i NKT - Zellen weder
auf MHC | oder Il, sondern auf das nicht - polymorphe MHC | homologe Molekul
CD1d selektiert werden (39, 40), und deshalb in CD1d defizienten Tieren nicht
vorhanden sind (33, 41, 42). Die Gensequenzen fur CD1d sind zwischen Maus und
Mensch hoch konserviert (> 60%) und das Genprodukt findet sich neben
hamatopoetischen Zellen, wie B-, T-, Dendritischen Zellen und Macrophagen (43,

44), auf intestinalen Epithelzellen (45), Hepatozyten (43) und auf Keratinozyten (46).

Bei den an CD1d gebundenen Antigenen handelt es sich interessanterweise nicht,
wie bei MHC | oder Il, um Peptidfragmente, sondern um Glycolipide (33, 44, 47).
Diese binden mit ihren hydrophoben Seitenketten an CD1d (48). Das bekannteste
Beispiel eines entsprechenden Glycolipids ist das, urspringlich aus einem Schwamm
(agelas mauritanius) aufgereinigte, a-Galactosylceramid (a-GalCer) (49). a-GalCer
bindet sowohl an murines, als auch an humanes CD1d und stimuliert offensichtlich
alle NKT - Zellen mit dem invarianten T - Zellrezeptor (Va14Ja281 oder Va24JaQ)



(33, 43, 50-52). Diese hochspezialisierte Interaktion zwischen CD1d und Va14/24i
NKT - Zellen erlaubt es dem Immunsystem somit innerhalb einer weiteren
Stoffklasse, den Lipiden, nach Anzeichen von Pathogenen zu suchen. Weitere
Glyco- und Phospholipide wurden als aktivierende CD1d Liganden vorgeschlagen
(50, 53-55), doch konnte bislang keiner dieser Liganden einem einzelnen T -
Zellrezeptor zugeordnet werden. Deshalb wird derzeit in den meisten

Untersuchungen a-GalCer zur NKT - Zellaktivierung verwendet.

1.3 Immunologische Toleranz

Bislang unklar ist, welche Mechanismen nichtatopische Individuen vor der

Entwicklung allergischer Erkrankungen schutzen und zur kausalen Therapie
atopischer Individuen eingesetzt werden kénnten. Die Symptomfreiheit gesunder
Individuen wurde bis vor kurzem durch ein Fehlen allergenspezifischer
Immunantworten erklart, doch in neuerer Zeit konnte gezeigt werden, dass die
Allergenexposition nichtatopischer Individuen zu Immunantworten fuhrte, welche mit
antigenspezifischer IgG Synthese und T Zellproliferation einher gingen (56-58).
Somit resultiert die Symptomfreiheit nichtallergischer Individuen aus einer
spezifischen Form der Immunantwort, welche die allergische Entziindung

supprimiert.

Die Tatsache, dass Ty1 Zellen in manchen Systemen Ty2 Zellen gegenregulieren
konnen (7) hat zu der Vermutung geflihrt, dass allergenspezifische Ty1 Zellen das
Auftreten allergischer Erkrankungen und Asthma in gesunden Individuen verhindern.
Neuere Studien zeigen jedoch, dass dies nicht zutrifft. Zunachst wurde beschrieben,
dass allergenspezifische T Zellen im Blut und in der Lunge asthmatischer Patienten
hohe Mengen an Ty1 Zytokinen produzieren, und dies scheint die Erkrankung eher
zu verstarken als zu verbessern (59, 60). AuRerdem hat die Umetsu Gruppe, wie
andere Untersucher auch, gezeigt, dass der adoptive Transfer von Ty1 Zellen im
Mausmodell Ty2 Effektorzellen nicht etwa blockiert, sondern die
Atemwegsentziindung noch verstarkt (61). Zusatzlich gilt zu beachten, dass in den
Lungen nichtallergischer Individuen keine allergenspezifischen T Zellen nachweisbar
sind, auch keine Ty1 Zellen. Diese Untersuchungen legen die Vermutung nahe,

dass gezielte Regulationsmechanismen existieren, die vor der Entwicklung



allergischer Erkrankungen und Asthma schitzen, ohne dass es zu einer Infiltration

Tw1 polarisierter Entziindungszellen kommt.

Ein viel wahrscheinlicherer Schutzmechanismus gesunder Individuen ist eine
allergenspezifische Toleranz, die nach respiratorischer Aufnahme des Allergens oder
nach Allergenexposition in Verbindung mit spezifischen Zusatzsignalen die
Entwicklung allergischer Erkrankungen und Asthma verhindert. Eine Vielzahl von
Studien hat gezeigt, dass ,tolerante” T Zellen eine aktive regulatorische Rolle
spielen. Diese kann Uber (i) Ausschuttung inhibitorischer Zytokine, (ii) direkte
Inhibition von T Zellen oder (iii) direkten Einfluss auf antigenprasentierende Zellen
erklart werden. Die Signale, die die Differenzierung von T Zellen in eine aktivierende
oder in eine regulatorische Funktion polarisieren sind jedoch ungeklart und es ist
bisher nicht bekannt, ob Tr Zellen einen grundsatzlich eigenstandigen Zelltyp
darstellen, oder ob herkdmmliche T Zellen je nach Starke und Qualitat des Signals

entweder aktive Effektoren oder Regulatoren des Immunsystems werden.



2 Zusammenfassung der eigenen Arbeiten im wissenschaftlichen Kontext

2.1 Induktion einer allergischen Atemwegsentziindung durch CD4" T Zellen

P1 Gerhold K, Blumchen K, Bock A, Seib C, Stock P, Kallinich T, Lohning M, Wahn U,
Hamelmann E. Endotoxins prevent murine IgE production, T(H)2 immune responses,
and development of airway eosinophilia but not airway hyperreactivity. J Allergy Clin
Immunol 2002; 110(1)

Es wird heute davon ausgegangen, dass T-Zellen wesentlich den Verlauf einer
allergischen Atemwegserkrankung orchestrieren. Dendritische Zellen (DC) der Lunge
prasentieren CD4" T-Helferzellen Antigene (Ag). Folgen der Bindung zwischen DC
und T-Zelle sind a) Proliferation von CD4" T-Zellen, b) Expression spezifischer
Molekule auf der Oberflache dieser T-Zellen, was sie zur Interaktion mit anderen
Zellen des Immunsystems (z.B. B-Zellen) befahigt und c) die Synthese von Zytokinen
und Chemokinen, was zur Rekrutierung und Maturation weiterer Zellen des
adaptiven Immunsystems fuhrt (62). Die Anzahl von T-Zellen in broncho-alveolaren
Lavagen (BAL) und in bronchialen Biopsien asthmatischer Patienten ist signifikant
erhdht und korreliert direkt mit der Anzahl eosinophiler Granulozyten in der Lunge
und mit dem Schweregrad der Erkrankung (63, 64). Solche T-Zellen sind
typischerweise deutlich aktiviert (CD25") (65) und sezernieren vermehrt Zytokine wie
IL-4, IL-13, IL-5 und GM-CSF (66, 67). Die Expression von IL-4 und IL-5 mRNA

korreliert hierbei mit dem Grad der eosinophilen Infiltration (68, 69).

Insbesondere ihre Fahigkeiten, IgE-Synthese zu stimulieren und eosinophile
Granulozyten zu regulieren haben die Ty2-Zelle in der allergisch-entzundlichen
Kaskade in den Mittelpunkt des Interesses gertickt. So konnte gezeigt werden, dass
T-Zellen asthmatischer Patienten vorwiegend ein Ty2-Zytokinprofil synthetisieren
(70, 71). Auch im murinen Modell allergischer Atemwegsinflammation konnte die
Bedeutung von CD4" T-Zellen nachgewiesen werden. Die Entstehung von AHR und
eosinophiler Atemwegsentzindung nach Sensibilisierung (i.p.) und Provokation
(Aerosol) mit Ovalbumin (OVA) konnte in diesem Modell durch Depletion von CD4"
T-Zellen verhindert werden (72, 73).



Allergisches Asthma bronchiale stellt die haufigste chronische Erkrankung der
Atemwege dar und nimmt in den letzten beiden Jahrzehnten weiter an Inzidenz,
Pravalenz und Mortalitat zu (1). Aufgrund des kurzen Zeitraumes kdnnen allein
genetische Faktoren nicht fir die rasche Zunahme von Allergien verantwortlich
gemacht werden, so dass vor allem Umweltfaktoren als Ursache diskutiert werden.
Epidemiologische Studien der letzten Jahre liefern Hinweise daflr, dass Kinder, die
auf einem Bauernhof aufwachsen, deutlich seltener allergische Erkrankungen
entwickeln (74). Der Kontakt mit bakteriellen oder anderen Erregern oder deren
Bestandteilen wie Endotoxine konnten eine anti-allergische Wirkung auf das
Immunsystem dieser Kinder austben (75). Fur die Entwicklung und Validierung
neuer immunmodulierender Strategien fir die Pravention und Behandlung von
Asthma bronchiale sind Untersuchungen der grundlegenden Mechanismen
notwendig, die zur allergischen Sensibilisierung und Entwicklung von Atemwegs-
Entzindung und Atemwegs-Hyperreaktivitat fuhren. Daher untersuchten wir in einem
Asthma-Mausmodell, inwieweit durch die Beeinflussung des ersten Schrittes der
allergischen Sensibilisierung, der Antigen-Prasentation, z.B. durch Endotoxine eine
immunmodulierende oder praventive Wirkung auf die Entwicklung von asthmatischen
Symptomen erreicht werden kann. Wir konnten zeigen, dass bakterielle Endotoxine
wie Lipopolysaccharid (LPS) die systemischen Ty1/Ty2 Polarisationen beeinflusst
und die Entwicklung einer allergischen Atemwegsinflammation verhindern kann (76,
77).



2.2 CD8" T Zellen regulieren T2 Immunantworten

P2 Stock P, Kallinich T, Akbari O, Quarcoo D, Gerhold K, Wahn U, Umetsu DT,

Hamelmann E: CD8" T Cells Regulate Immune Responses. Eur J Immunol 2004; 34

Weitaus weniger klar ist die Funktion von CD8" T-Zellen in diesem Zusammenhang.
Diesen, nach klassischer Sichtweise reinen Effektorzellen (zytotoxische T-
Lymphozyten, CTL), werden immer haufiger immunmodulatorische Funktionen
zugeschrieben. Naive CD8" T-Zellen dhneln morphologisch naiven CD4* T-Zellen
und konnen in vitro durch spezifische Stimulation zur Synthese von Ty1-, aber auch
Tw2-Zytokinmustern angeregt werden (78, 79). Tierexperimentelle Untersuchungen
zeigen scheinbar widerspruchliche Ergebnisse. Im Modell der Ratte konnten Hsu et
al. zeigen, dass der protektive Effekt allergenspezifischer DNA-Vakzinierung mit dem
Transfer von CD8" T-Zellen Ubertragen werden konnte (80). Einige Autoren konnten
im Mausmodell allergischer Sensibilisierung durch inhalatives OVA zeigen, dass
CD8" T-Zellen die IgE Produktion und eine allergeninduzierte AHR verhinderten (81,
82). Im Gegensatz hierzu lassen andere Untersuchungen vermuten, dass CD8"
Zellen fur die Ausbildung allergischer Atemwegsinflammation der Maus notwendig
sind: die Depletion von CD8" T-Zellen vor inhalativer OVA-Sensibilisierung
verhinderte sowohl die Entwicklung einer AHR und einer eosinophilen Infiltration der
Lunge, als auch die IL-5 Synthese von T-Zellen (83). In dieser Untersuchung waren
nicht CD4" T-Zellen, sondern vor allem CD8" T-Zellen Hauptproduzenten von IL-5 in
peribronchialen Lymphknoten. Ahnliche Ergebnisse lieferte ein Mausmodell fiir IL-5
vermittelte Eosinophilie und AHR nach Virusinfektion (respiratory syncytial virus,
RSV) (84).

Um die scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse bezliglich CD8" T Zellen
aufzuklaren untersuchten wir die Funktion von CD8" Zellen in sensibilisierten und
naiven Tieren in unterschiedlichen Geweben. CD8" Zellen der Lunge sensibilisierter
Tiere produzierten hohe Mengen an Ty2 Zytokinen und IL-10, wohingegen CD8"
Zellen der Milz Ty1 Zytokine produzierten. Dies zeigt, dass CD8" Zellen eine

heterogene Gruppe von Zellen mit jeweils unterschiedlichen Funktionen darstellen.



In weiteren Untersuchungen analysierten wir die Funktion von CD8" T Zellen
wahrend der Entwicklung einer AHR und zeigten einen protektiven Effekt von CD8" T
Zellen. Depletion von CD8" T Zellen vor der systemischen Immunisierung resultierte
in verstarkten T2 Immunreaktionen und in verstarkter allergischer
Atemwegsinflammation. Die Depletion von CD8" T Zellen resultierte in einer
durchschnittlich 9fach erhdhten Anzahl eosinophiler Granulozyten in broncho-

alveolarer Lavage (BAL).



2.3 Rolle von NKT-Zellen bei der Entstehung von Ty2 Immunantworten

P3 Akbari O, Stock P, Meyer E, Kronenberg M, Sidobre S, Nakayama T, Taniguchi M,
Grusby MJ, DeKruyff RH, Umetsu DT. Essential Role of NKT Cells Producing IL-4 and
IL-13 in the Development of Allergen-Induced Airway Hyperreactivity. Nature Medicine
2003; 9(5)

P4 Stock P, Akbari O. Recent Advances on the Role of NKT Cells in Allergic Diseases
and Asthma. Current Allergy and Asthma Reports 2008, 8 (2) (in press)

P5 Akbari O, Stock P, Meyer EH, Freeman GJ, Sharpe AH, Umetsu DT, DeKruyff R:
ICOS/ICOSL interaction is required for CD4" iNKT cell homeostatic survival and
function. 2007 (submitted)

Um die Rolle von NKT-Zellen in einem Tiermodell zur allergischen
Atemwegserkrankung genauer zu untersuchen verwendeten wir Mause, denen durch
CD1d-knockout die Fahigkeit zur Ausbildung von NKT-Zellen genommen wurde.
Nach systemischer Sensibilisierung und lokaler Provokation mit Ovalbumin (OVA)
verglichen wir die Entwicklung einer allergischen Atemwegserkrankung zwischen
NKT-Zell-defizienten CD1d-knockout Mausen mit Wildtyp BALB/c Tieren. Wahrend
Wildtyp BALB/c nach dieser Behandlung eine starke Inflammation und
Hyperreaktivitat der Atemwege zeigten, entwickelten CD1d knockout Tiere keine der
beschriebenen Symptome (85). Wir konnten zeigen, dass neben OVA eine Reihe
weiterer Antigene (bovines Serumalbumin, Aspergillus Antigen) in Wildtyp BALB/c
eine starke allergische Atemwegererkrankung induzierte. Im Unterschied hierzu
waren NKT-Zell-defiziente Tiere jedoch vor der Ausbildung einer allergischen

Atemwegserkrankung auf jedes dieser Antigene geschutzt.

Wir etablierten drei verschiedene Versuchansatze um die Hypothese zu stutzen,
dass NKT Zellen bei der Ausbildung einer allergischen Atemwegserkrankung
notwendig sind. Als erstes induzierten wir in Wildtyp BALB/c Mausen durch Injektion
von depletierenden anti-CD1d mAbs eine Depletion von NKT-Zellen. In derart
behandelten Tieren konnte durch systemische und inhalative Gabe von OVA keine
allergische Atemwegserkrankung hervorgerufen werden (86). Als zweites
untersuchten wir Ja281-knockout Mause, einen experimentellen Zuchstamm welcher

keine a-Kette des invarianten TCR exprimiert und somit keine Va14 NKT-Zellen



aufweist (87). Wir konnten zeigen, dass Ja281-knockout Tiere, ahnlich den CD1d-
knockout Tieren, keine allergische Atemwegserkrankung nach systemischer
Sensibilisierung und lokaler Provokation entwickelten. Wir konnten auflerdem zeigen,
dass nach adoptivem Transfer von Wildtyp NKT Zellen in Ja281-knockout Mause
eine allergische Inflammation und Hyperreaktivitat der Atemwege ausldsbar war.
Dies war nicht der Fall in Versuchen, in denen die transferierten NKT-Zellen aus IL-4
und IL-13 knockout Mausen stammten was vermuten lasst, dass die Sekretion von
IL-4 und IL-13 durch NKT Zellen fur die beschriebenen Effekte von entscheidender
Bedeutung ist (85). In einem dritten Versuchsansatz konnten wir zeigen, dass die
alleinige Aktivierung von NKT-Zellen in BALB/c Mausen eine allergische
Atemwegserkrankung induziert. Die direkte Aktivierung von pulmonalen NKT-Zellen
durch intranasale Gabe von a-GalCer induzierte eine deutliche eosinophile
Inflammation und Hyperreaktivitat der Atemwege. Dies war selbst in Tieren ohne
endogene B- oder T-Zellen der Fall (86).

Die beschriebenen Effekte von NKT-Zellen auf die Entwicklung einer allergischen
Atemwegserkrankung von Mausen sind abhangig von der Expression des
kostimulatorischen Molekuls ICOS (/ICOS, inducible costimulator). Wir konnten
zeigen, dass NKT-Zellen von ICOS-knockout Mausen keine Fahigkeiten besitzen,

eine allergische Atemwegserkrankung in Mause zu induzieren (P7, submitted).

Die oben genannten Untersuchungen zeigen, dass NKT-Zellen hochpotente
proinflammatorische Effektorzellen in der Lunge sind. NKT-Zellen scheinen hiernach
auch ohne konventionelle B- oder T-Zellen in der Lage zu sein, eine allergische

Atemwegserkrankung in Mausen zu induzieren.



2.4 Immunologische Toleranz und regulatorische T Zellen

P6 Stock P, Akbari O, Berry G, Freeman GJ, Dekruyff RH, Umetsu DT. Induction of T
helper type 1-like regulatory cells that express Foxp3 and protect against airway hyper-
reactivity. Nat Immunol. 2004; 5(11):1149-56.

P7 Stock P, Dekruyff RH, Umetsu DT Inhibition of the Allergic Response by Regulatory
T Cells. Curr Opin Allergy Clin Immunol 2006, 6:12—-16

Unter Verwendung eines speziellen Immunadjuvans (hitzeinaktivierte Listeria
monocytogenes, HKL) konnten wir zeigen, dass CD8a" dendritische Zellen einen
weiteren Typ regulatorischer T Zellen induzieren kdnnen. welcher grolde Mengen an
IL-10 synthetisiert (20).

Da es sich hier um eine neue Form der Induktion regulatorischer T Zellen in vivo
handelte wollten wir untersuchen, ob die entstandenen Treg Zellen Ahnlichkeiten mit
bisher bekannten Formen regulatorischer T Zellen aufweisen. Die durch HKL und
CD8a* DC induzierten Tr exprimierten ICOS, ein kostimulatorisches Molekiil, das mit
der Sekretion von IL-10 assoziiert ist (88) und von Treg exprimiert wird, die durch
respiratorische Antigenexposition entstehen (89). Die durch HKL und CD8a." DC
induzierten Tr exprimierten auRerdem mRNA flr den Transkriptionsfaktor foxp3, der
bisher nur in natirlichen CD4"CD25" Treg dargestellt werden konnte. Weiterhin
konnten wir zeigen, dass Treg Zellen die durch respiratorische Antigenexposition
entstehen (89), ebenfalls foxp3 exprimieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl
durch HKL und CD8a" DC induzierte, als auch nach respiratorischer
Antigenexposition entstehende Treq Zellen Ahnlichkeiten mit natiirlichen CD4*CD25"
Treg aufweisen. Dies lasst vermuten, dass der foxp3 Transkriptionsweg fir die
regulatorischen Effekte sowohl naturlicher als auch adaptiver Treg von Bedeutung ist.
Der adoptive Transfer dieser in vivo generierten Treg Zellen reduzierte die
Entwicklung einer allergischen Atemwegsinflammation in Mausen. Diese Zellen
exprimieren aullerdem IFN-y und T-bet (Faktor zur Differenzierung von Ty1 Zellen),
sowie FoxP3 (Ty1-like Treq Zellen).

Zusammenfassend konnten wir also zeigen, dass adaptive antigenspezifische Treg

Zellen in vivo mit Hilfe eines neuartigen Mechanismus hergestellt werden kdnnen,



welcher ausgereifte CD8a." DCs beinhaltet. Unsere Ergebnisse zeigen auflerdem,
dass antigen-induzierte adaptive Treg Zellen mit natiirlichen CD4" CD25" Treg Zellen
verwandt sind, da beide IL-10 produzieren und einen Transkriptionsweg verwenden,
der foxp3 beinhaltet. Unter Verwendung dieses Modellsystems kdnnen wir nun
versuchen, die bislang ungeklarten Fragen zu den Entstehungs- und

Funktionsmechanismen von Treg Zellen in vivo zu beantworten.

Die hier dargestellten Untersuchungen zeigen, dass sowohl durch das Adjuvans HKL
und CD8a" DC induzierte, als auch nach respiratorischer Antigenexposition
entstehende Tgreg Zellen Ahnlichkeiten mit natiirlich vorkommenden CD4"CD25" Treg
Zellen aufweisen (IL-10 Sekretion, Expression von FoxP3). Dies lasst vermuten,
dass sowohl IL-10, also auch der FoxP3 Transkriptionsweg fur die regulatorischen

Effekte sowohl natlrlicher als auch adaptiver Treg von Bedeutung ist.



2.5 Kortikosteroide hemmen die Ausbildung einer Inmuntoleranz

P8 Stock P, Akbari O, DeKruyff RH, Umetsu DT. Respiratory Tolerance is Inhibited by
the Administration of Corticosteroids. J Immunol 2005, 175: 7380-7387

Aufgrund der umfangreichen Verwendung von Kortikosteroiden zur Behandlung
allergischer Erkrankungen stellten wir die Frage, ob die Applikation von
Kortikosteroiden Einfluss auf die Ausbildung einer protektiven Immuntoleranz hat.
Mause wurden wie beschrieben intranasal immunisiert um eine antigenspezifische
Immuntoleranz zu induzieren (89). Zur gleichen Zeit wurde den Tieren
Dexamethason injiziert. Nach 8 Tagen wurden die Tiere systemisch sensibilisiert und
nach weiteren 8 Tagen wurde die Milz der Tiere enthommen. Lymphozyten wurden
in vitro restimuliert und die Proliferation wurde mittels Thymidin-Inkorporation
analysiert. Wir konnten zeigen, dass die Injektion von Dexamethason (Dex) die
Ausbildung einer Protektiven Immuntoleranz verhinderte. Bei einer Gruppe von
Tieren wurde nach beschriebenem Behandlungsschema die
Atemwegshyperreaktivitat (AHR) gemessen. Die Gabe von Dexamethason
verhinderte auch hier die Entstehung einer Immuntoleranz. Diese Ergebnisse zeigen,
dass die Gabe von Kortikosteroiden nicht nur die allergische Entziindungsreaktion,
sondern auch die Entstehung einer Immuntoleranz verhindert. Dies belegt die

Schwache gegenwartiger Therapien allergischer Erkrankungen.



3 Diskussion

3.1 Induktion allergischer Entziindungsreaktionen

Wir wissen heute, dass CD4" T Zellen bei Induktion einer allergischen
Immunreaktion eine wesentliche Rolle spielen. Wie bereits dargestellt, ist die
Funktion von CD8" T Zellen weitaus undeutlicher, und wird kontrovers diskuttiert. Um
dies genauer zu analysieren untersuchten wir die Funktion von CD8" T Zellen sowohl
in frihen als auch in spaten Stadien einer allergeninduzierten
Atemwegshyperreaktivitat. Wir konnten zeigen, dass CD8" T Zellen wahrend der
Induktionsphase der Sensibilisierung eine inhibitorische Funktion Gbernehmen. Der
EinfluR von CD8" T Zellen in spateren Phasen der Atemwegsinflammation schien

limitiert zu sein.

Unsere Ergebnisse stellen einen protektiven Effekt von CD8a” Zellen dar, die
allergische Immunreaktionen deutlich reduzieren konnen. Wir untersuchten
unterschiedliche Zeitpunkte der Depletion von CD8a” Zellen im Verlauf einer
allergischen Sensibilisierung, doch das regulatorische Potenzial von CD8" T Zellen
erschien nur zu friihen Zeitpunkten der Sensibilisierung besonders effektiv, zum

Zeitpunkt der Expansion spezifischer CD4" T Zellen.

CD8" T Zellen scheinen in friihen Phasen der Sensibilisierung die Proliferation von
CD4" T Zellen zu blockieren und resultierenden T2 Immunreaktionen somit
entgegen zu wirken. Diese Vorstellung entspricht Beobachtungen, die CD8" T Zellen
in der allergischen Sensibilisierung eine eher suppressive Funktion einraumen (90,
91). Diese Untersuchungen wurden unter Verwendung depletierender anti-CD8a
Antikoérper durchgefuhrt. Im Hinblick auf unsere Ergebnisse die belegen, dass
CD8a* DCs unter gewissen Umstanden immunsuppressiv wirken kénnen besteht die
Moglichkeit, dass die Effekte der Depletion CD8a.” Zellen zumindest teilweise auf der

Depletion CD8a.* DCs beruhen. Dies ist Gegenstand derzeitiger Untersuchungen.

Um der Frage nachzugehen, ob CD8" T Zellen je nach Lokalisation unterschiedliche
Funktionen austiben verglichen wir CD8" T Zellen der Lunge aus sensibilisierten und
lokal provozierten Tieren mit CD8" T Zellen aus der Milz derselben Tiere. Wir
konnten beobachten, dass CD8" T Zellen der Lunge groe Mengen an T2

Zytokinen (IL-4 und IL-5), viel IL-10 aber nur sehr geringe Mengen an IFN-g



produzierten. CD8" T Zellen der Lunge zeigten auRerdem nur eine geringe
Expression zytolytischer Proteine. Im Gegensatz hierzu wiesen CD8" T Zellen der
Milz ein Ty1 dominiertes Expressionsprofil auf (hohe IFN-y Produktion) und zeigten
ein starkes zytolytisches Potential. Die starke IL-10 Sekretion durch CD8" T Zellen
der Lunge von sensibilisierten Mausen kann durch eine Vielzahl von Mechanismen
erklart werden. Zum einen ist bekannt, dass IL-10 wahrend Ty2 polarisierten
Immunantworten eine wichtige regulatorische Rolle spielt (92-95). Wir wissen heute,
dass die Gabe von IL-10 eine allergische Atemwegserkrankung in Mausen
verhindert. Ahnliches wird durch adoptiven Transfer von IL-10 produzierenden

regulatorischen T Zellen erreicht (96).

Die Tatsache, dass in verschiedenen Organsystemen eines Tieres unterschiedliche
Subpopulationen antigenspezifischer CD8" T Zellen existieren kann durch
mindestens zwei mdgliche Mechanismen erklart werden. Zunachst ist denkbar, dass
durch die T2 polarisierte Umgebung im Lungengewebe eine spezifische
Subpopulation von CD8" T Zellen angelockt wird. Veranderte Adhasionsmolekiile
kénnten daflr verantwortlich sein, dass bestimmte Populationen von CD8" T Zellen
praferentiell die entzindlichen Bereiche einer allergisch veranderten Lunge
infiltrieren. Dazu passend konnte kiirzlich gezeigt werden, dass CD8" T Zellen je
nach Phanotyp verschiedene Migrationsverhalten aufwiesen (97). Als zweites
besteht die Moglichkeit, dass CD8" T Zellen in der Lunge lokal polarisiert werden.
Diese Sichtweise wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass CD8" T Zellen nach
entsprechender Stimulation in vitro ein Ty2 Sekretionsprofil entwickeln kdnnen (79,
98).

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass CD8" T Zellen sowohl zeit- als auch
lokalisationsabhangig unterschiedliche Funktionen wahrnehmen kénnen. CD8" T
Zellen scheinen den Organismus zu frihen Zeitpunkten vor einer allergischen
Sensibilisierung zu schitzen, dies geschieht wahrscheinlich durch Sekretion von
IFN-y. Hat sich eine systemische Sensibilisierung ausgebildet spielen CD8" T Zellen
unter Umstanden nur eine untergeordnete Rolle. AuRerdem zeigen sich je nach
Lokalisation unterschiedliche Phanotypen von CD8" T Zellen mit jeweils
verschiedenen Funktionen. Diese Informationen zeigen, dass CD8" T Zellen eine
aullerst heterogene Gruppe darstellen. Auch die Regulation dieses Zelltyps auf

molekularer Ebene ist bisher nicht geklart. Es erscheint wahrscheinlich, dass CD8"



T-Zellen grundsatzlich in der Lage sind, verschiedene Funktionen zu entfalten und

Immunreaktionen in vielfaltiger Weise zu modulieren vermogen.

In weiteren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass das Endotoxin LPS
systemische IgE und Th2 Antworten verhindern konnte. Eine eosinophile Infiltration
der Atemwege konnte somit IL-12 abhangig verhindert werden. Dies betraf auch
bereits sensibilisierte Tiere, sodass nicht nur von einem protektiven, sondern auch
von einem therapeutischen Effekt von LPS ausgegangen werden kann. Die
therapeutische Verwendung von LPS zur Behandlung bereits ausgebildeter
allergischer Erkrankungen erscheint jedoch aufgrund von zwei Beobachtungen
schwierig. Erstens war LPS in sensibilisierten Tieren nicht in der Lage, die
Hyperreaktivitat der Atemwege zu beeinflussen. Zweitens ist aus vielen
Untersuchungen bekannt, dass LPS — bei Mensch und Tier — die Symptome
allergischen vermittelten Bronchialasthmas verstarken kann. Es erscheint jedoch
maglich, die protektiven Effekte von LPS dafur zu nutzen, Kinder mit hohem
Allergierisiko praventiv zu behandeln und somit vor der Ausbildung allergischer
Erkrankungen zu schitzen. So konnte die Exposition von neugeborenen Mausen mit
LPS die Entwicklung von Ty2 polarisierten Immunantworten verhindern,
wahrscheinlich durch Induktion einer T-Zell-Toleranz. Diese Strategie konnte somit
fur Kinder, die aufgrund einer genetischen Pradisposition ein hohes Risiko fur die

Entwicklung allergischer Erkrankungen aufweisen, aul3erordentlich hilfreich sein.

3.2 Immunmodulation allergischer Entziindungsreaktionen durch NKT Zellen

Wir konnten zeigen, dass zusatzlich zu konventionellen CD4" T Zellen auch Va14
NKT Zellen fir die Ausbildung einer allergisch vermittelten Atemwegsinflammation
verantwortlich sind. Frihere Untersuchungen konnten zeigen, dass CD1d-/- Mause
nach Immunisierung normale Mengen an IgE produzierten (99), und dass CD1d-/-
Mause eine Eosinophilie der Atemwege aufwiesen (100). Wir konnten diese
Ergebnisse in unseren Versuchen reproduzieren und wir konnten zeigen, dass NKT
Zell defiziente Mause nach Sensibilisierung normale Mengen von IL-4 und IL-13
produzieren. Unsere Untersuchungen zeigen dennoch erstmalig, dass eine
Atemwegshyperreaktivitat in NKT Zell defizienten Mausen nicht zu induzieren ist.
Dies entspricht Untersuchungen die belegen, dass eine Hyperreaktivitat und eine
Eosinophile der Atemwege nicht notwendigerweise miteinander korrelieren (101,
102). Es ist bekannt, dass 2 Mikroklobulin-defiziente Mause, denen samtliche MHC



| Molekule (inklusive CD1d) fehlen, sowohl eine Eosinophilie (103) als auch eine
Hyperreaktivitat (104) der Atemwege aufweisen. Da diesen Tieren jedoch auch CD8"
T Zellen fehlen, was eine Immundysregulation in verschiedenen Organsystemen zur
Folge haben konnte, sind diese Daten schwer zu interpretieren. Dennoch zeigen
diese Daten, dass Ty2 polarisierte Immunantworten in NKT Zell defizienten Mausen
induziert werden kdnnen, und dass eine IgE Synthese auch ohne NKT Zellen
stattfinden kann. Andererseits sollte bedacht werden, dass eine T2 Antwort alleine
nicht ausreicht, ein allergisches Asthma zu induzieren, denn Ty2 Immunantworten in
peripheren Lymphknoten oder in den oberen Atemwegen fuhrt nicht
notwendigerweise zur allergischen Atemwegsinflammation (105, 106). NKT Zellen
mussen daher zusatzliche Mechanismen in den tiefen Atemwegen induzieren, die
zur allergischen Atemwegshyperreaktivitat fihrt. Oder anders ausgedriickt,
pulmonale NKT Zellen, welche ca. 3% aller mononuklearer Zellen der Lunge
ausmachen und eine wesentliche Funktion bei der Abwehr pathogener
Mikroorganismen in den Atemwegen einnehmen (107) werden nach Antigenkontakt
in der Lunge aktiviert und schaffen die Voraussetzung daflr, dass eine

Atemwegshyperreaktivitat entstehen kann.

Die genauen Mechanismen, wodurch NKT Zellen nach Antigenkontakt in der Lunge
eine AHR induzieren, sind unklar. Wir konnten zeigen, dass die Kombination von
CD4" T Zellen von NKT Zell defizienten Mausen mit NKT Zellen eine AHR in SCID-
Mausen induzieren konnte, wohingegen die beiden Zellpopulationen einzeln keine
AHR in den Empfangertieren verursachten. Dies legt die Vermutung nahe, dass NKT
Zellen die simultan transferierten T2 Zellen insofern beeinflussen kénnen, als dass
diese die Atemwege infiltrieren und dort eine allergische Hyperreaktivitat induzieren
kénnen. Die genauen Signale jedoch, mit denen NKT Zellen auf die Funktion von

CD4" T Zellen Einfluss nehmen, sind nicht bekannt.

Zusammenfassend haben wir eine neuartige Funktion von Va14i NKT Zellen bei der
Regulation einer allergeninduzierten Atemwegsinflammation identifiziert. Wir konnten
zeigen, dass IL-4 und IL-13 produzierende NKT Zellen fur die Ausbildung einer
allergischen Atemwegshyperreaktivitat verantwortlich sind. AuRerdem lassen unsere
Ergebnisse vermuten, dass pulmonale NKT Zellen intrinsische Elemente in der
Lunge darstellen, welche Ty2 polarisierte Immunantworten erlauben und die

Entwicklung von AHR und Asthma ermdglichen.



3.3 Regulatorische T Zellen in allergischen Erkrankungen

Regulatorische T Zellen wurden bisher vorwiegend im Kontext von Immuntoleranz
gegen Selbstantigene untersucht. Es darf jedoch nicht auf3er Acht gelassen werden,
dass Immuntoleranz auch im peripheren Immunsystem (im Rahmen von
Immunantworten auf Antigenkontakt in den Atemwegen und im Darm) von grofter
Bedeutung ist. Diese Orte der vordersten Immunabwehr sind dauerhaft einer Vielzahl
nichtpathogener Umweltantigene ausgesetzt, welche im Normalfall eine
Immuntoleranz induzieren. So reduziert der Kontakt mit Katzen oder Hunden im
ersten Lebensjahr das Risiko einer allergischen Sensibilisierung gegen
unterschiedlichste Allergene (108, 109). Andere Untersucher konnten zeigen, dass
Kinder, die auf Bauerhdfen und mit direktem Kontakt zu Tieren aufwachsen, ein
deutlich niedrigeres Risiko zur Entwicklung allergischer Erkrankungen aufweisen als
Kinder aus stadtischen Umgebungen (74, 110), moglicherweise durch Exposition mit
Endotoxinen (75). In jedem Falle ist wahrscheinlich, dass der Kontakt mit
Umweltantingenen auf mukosalen Oberflachen wie der Lunge oder dem Darm zur
Ausbildung einer Immuntoleranz fuhrt, welche durch regulatorische T Zellen
vermittelt wird. Ein weiterer Hinweis hierfiir ist , dass eine Defizienz an CD25"
regulatorischen T Zellen (Immundysregulation, Polyendokrinopathie, Enteropathie, X-
chromosomales Syndrom, IPEX durch Mutation von Foxp3) zur Ausbildung eines
schweren Ekzems, hohen IgE Konzentrationen, Eosinophilie und
Nahrungsmittelallergien fiihrt. CD25"CD4" T Zellen scheinen somit nicht nur an der
Verhinderung von Autoimmunerkrankungen durch den Erhalt einer immunologischen
Selbsttoleranz beteiligt zu sein, sondern verhindern wahrscheinlich auch die

Entwicklung allergischer Erkrankungen wir Asthma Bronchiale (111).

So konnte gezeigt werden, dass T Zellen mit experimentell gesteigerter TGF-
Sekretion, nicht jedoch IFN-y sezernierende Ty1 Zellen, die Entstehung von
allergischer Atemwegsinflammation und Atemwegshyperreagibliitat (AHR) inhibieren
(112). AulBerdem verstarkte die Blockade von TGF-f allergsiche
Atemwegsinflammationen und AHR, ein weiterer Hinweis darauf, dass TGF-f
sezernierende T Zellen allergisch-entziindliche Atemwegsinflammationen verhindern.
(113). Doch entziindlichen Reaktionen bei allergischem Asthma bronchiale kbnnen
nicht nur durch TGF-, sondern auch durch IL-10 sezernierende Zellen reduziert

werden. So konnte analog hierzu gezeigt werden, dass T Zellen mit experimentell



gesteigerter IL-10 Sekretion die Ausbildung von allergischern Atemwegsinflammation
und AHR deutlich hemmen konnen (95, 114).

Diese Beobachtungen machen deutlich, dass bestimmte Zellpopulationen, die sich
von Ty1 Zellen unterscheiden, die Atemwegsinflammation bei Asthma bronchiale
verhindern kénnen, und dass TGF- und IL-10 die Entstehung dieser Erkrankungen
inhibieren. Diese Untersuchungen unterstutzen somit die Vorstellung, dass
immunologische Toleranz, abhangig von TGF-f und IL-10, an dem Schutz gesunder
Individuen, an Asthma bronchiale zu erkranken, wesentlich beteiligt ist. Unklar ist
jedoch, welche der bekannten regulatorischen T Zellen die Entstehung dieser

Krankheiten kontrollieren (115).

Wahrscheinlich sind Ty3 Zellen vorwiegend an der Regulation gastrointestinaler
Erkrankungen beteiligt, wahrend Tr1 Zellen bei respiratorischen Erkrankungen eine
vornehmliche Rolle spielen (116). So konnte gezeigt werden, dass DCs der
Atemwege in entscheidendem Mal3e IL-10 produzieren (Entstehung von Tr1 Zellen),
wohingegen gastrointestinale DCs sowohl IL-10 als auch TGF-f synthetisieren
(Entstehung von Ty3 Zellen) (19). Tr1 sowie adaptive regulatorische T Zellen
verhindern Ty1 und Ty2 polarisierte Immunantworten (117) und
Atemwegshyperreaktivitat in Mausen (96). In M&usen inhibieren CD4*CD25" Zellen
eine Eosinophilie der Atemwege (118), aber verhindern nicht die Entstehung einer
AHR (119). Beim Menschen induziert eine konventionelle
Hyposensibilisierungstherapie CD4*CD25" T Zellen (120), doch es ist bisher nicht
eindeutig zu unterscheiden, ob diese CD25" Zellen wirklich regulatorische oder
lediglich aktivierte T Zellen sind. SchlieRlich scheinen NKT Zellen bei die Entstehung
allergischer Atemwegserkrankungen in Mausen eine wichtige Rolle zu spielen (85),
doch die Bedeutung dieser Zellen in menschlichem Asthma bronchiale ist derzeit
noch unklar. Sicher ist, dass fur das Verstandnis regulatorischer T Zellen in
allergischen Erkrankungen wie Asthma bronchiale noch eine Vielzahl an

weiterfihrenden Untersuchungen wichtig sind.



3.4 Einfluss von Kortikosteroiden auf die Entstehung einer immunologischen

Toleranz

Die normale Reaktion des Immunsystems der Lunge auf inhalierte Antigene ist die
Ausbildung einer mukosalen Toleranz, welche eine allergische
Atemwegsinflammation verhindert (19, 58, 121-123). Wir konnten zeigen, dass die
Behandlung mit Kortikosteroiden die Ausbildung einer solchen Toleranz verhindert.
Die Behandlung mit Dexamethason blockierte ebenso die Produktion von IL-10 in
pulmonalen DCs, welche keine Toleranz oder die Entstehung von regulatorischen T
Zellen mehr induzieren konnten. Wahrend Kortikosteroide wahrend ihrer Applikation
proinflammatorische Immunantworten effektiv unterdricken kdnnen (124), so
verhindern sie gleichzeitig die Entstehung protektiver Immunantworten und die

Ausbildung einer immunologischen Toleranz.

Kortikosteroide sind stark wirksame antientztindliche Medikamente, die bei vielen
Krankheiten die Produktion proinflammatorischer Zytokine und die Funktion von
Effektorzellen blockieren. Im Falle einer allergischen Atemwegsinflammation in
Mausen und beim Menschen konnte gezeigt werden (125), dass die akute
allergische Entztiindung durch Kortikoidgabe verhindert, und somit die
Atemwegsreaktivitat verbessert werden konnte. Ursache hierfur war eine reduzierte
Zytokinproduktion von T Zellen und Epithelzellen, was eine verminderte Infiltration
von eosinophilen Granulozyten zur Folge hatte (124, 126). Aufgrund dieser Effekte
sind Kortikosteroide die Therapie der Wahl bei akutem und chronischen
Bronchialasthma (127, 128).

Die Therapie mit Kortikosteroiden hat jedoch auch Nachteile. Trotz der weit
verbreiteten Verwendung von Kortikosteroiden ist die Pravalenz von Asthma und
allergischen Erkrankungen in den letzten Dekaden dramatisch gestiegen.
Kortikosteroide nehmen keinen Einfluss auf die zugrunde liegende Pathophysiologie
allergischer Erkrankungen, und nach Beendigung der Kortikosteroidtherapie flammen
die Symptome rasch wieder auf (5). Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass die
Gabe von Kortikosteroiden wahrend einer Exposition mit Allergenen die

Sensibilisierung nicht verhindert, sondern diese noch verstarkt (129).

Kortikosteroide kénnen Ty2 polarisierte Immunantworten mit Hilfe verschiedener
Mechanismen verstarken. Zunachst konnte gezeigt werden, dass Kortikosteroide die

IL-4 vermittelte Produktion von IgE durch periphere B Zellen in vitro verstarken kann



(130-134). Auch in vivo verursacht die Gabe von Kortikosteroiden eine transiente
IgE Erhdhung (135, 136). Kortikosteroide inhibieren die IL-12 Sekretion durch
antigenprasentierende Zellen (6, 137-143) und supprimieren direkt die
Differenzierung von Ty1 Zellen (144). Unsere Untersuchungen belegen, dass noch
ein weiterer Mechanismus zur Verstarkung der allergischen Sensibilisierung
beitragen kdnnte: die Inhibition einer Entwicklung von immunologischer Toleranz und
regulatorischen T Zellen. Wir konnten zeigen, dass Kortikosteroide die Produktion
von IL-10 durch DCs blockierten, einem fur die Induktion einer mukosalen Toleranz
essentiellen Mechanismus (19). Unsere Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass
die Entwicklung von regulatorischen T Zellen durch die Gabe von Kortikosteroiden
starker beeinflusst wird als die Entstehung von T2 Zellen (145). Dies flhrte zu einer
verminderten Entstehung von regulatorischen, und zu einer vermehrten Generation

von T2 Zellen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Kortikosteroide eine Gruppe von
hochpotenten antientziindlichen Medikamenten darstellt, welche fir die Therapie
akut entzundlicher Zustande beim Asthma bronchiale von unschatzbarem Wert sind.
Die Verhinderung protektiver Immunantworten jedoch ist auf langere Sicht hin
besorgniserregend. Allergenspezifische regulatorische T Zellen finden sich in
héherer Anzahl in gesunden im Vergleich zu atopischen Individuen und sind
wahrscheinlich daflr verantwortlich, dass gesunde Individuen keine allergischen
Krankheiten entwickeln (58). Die immunmodulatorischen, und auch langfristig
wirksamen Eigenschaften einer spezifischen Immuntherapie scheinen auf der
Induktion von regulatorischen T Zellen zu beruhen (146, 147). Eine Blockade solch
protektiver Immunantworten durch Kortikosteroide ist langfristig nicht
wlnschenswert. Da Kortikosteroide eine T2 Polarisierung verstarken (6, 129, 133,
142), die Entstehung regulatorischer T Zellen jedoch blockieren konnen, wirde eine
wiederholte Allergenexposition ohne die Existenz schitzender Treg Zellen starkere
T2 Immunantworten zur Folge haben. Hierfur gibt es Hinweise aus klinischen
Untersuchungen von Kindern, welche mit inhalativen Kortikosteroiden Uber langere
Zeit behandelt wurden (148).

Es kann spekuliert werden, dass die zunehmende Verwendung von Kortikosteroiden
zur Behandlung allergischer Krankheiten in den letzten Dekaden zu der steigenden
Pravalenz atopischer Erkrankungen (149) beigetragen hat. Da Kortikosteroide jedoch

die derzeit effektivsten Arzneimittel zur Blockade allergischer Entziindungsprozesse



darstellen, kann auf ihre Verwendung nicht verzichtet werden. Kortikosteroide sollten
jedoch mit Bedacht angewendet werden, und sollten in der niedrigst moglichen Dosis

und fUr die kirzest mdgliche Dauer verschrieben werden.



4 Zusammenfassung und Ausblick

Allergische Erkrankungen wie Asthma Bronchiale sind weit verbreitet und es gibt
gegenwartig keine kurativen Behandlungsmaglichkeiten. Heutige Therapien sind rein
symptomatisch orientiert und basieren auf einer chronischen Erhaltungstherapie. Im
Gegensatz dazu wurden kurative Therapieformen nicht nur die zugrunde liegende
Entzindungsreaktion eliminieren, sondern eine ,protektive“ Immunitat induzieren.
Dies scheint moglich, da neuere epidemiologische Studien zeigen, dass der direkte
Kontakt mit Tieren auf Bauernhofen (150) oder das Auftreten bestimmter Infektionen
(151-153) stark mit dem Schutz vor allergischen Erkrankungen und Asthma
korreliert. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass konventionelle
Hyposensibilisierungstherapien im frihen Kindesalter eine protektive Immunantwort

induzieren (154).

Das Auftreten protektiver oder regulatorischer T Zellen wurde mehrfach beschrieben,
doch die biologischen Funktionen dieser Treg Zellen sind bislang ungeklart. Dies liegt
erstens daran, dass keine spezifischen Oberflachenmerkmale von Treg Zellen
bekannt sind. Zweitens existieren derzeit kaum Moglichkeiten, Treg Zellen gezielt in
vivo zu induzieren. Wir haben im Mausmodell Verfahren entwickelt, Treg Zellen in

Mausen systematisch herzustellen und diese zu untersuchen.

Ziel meiner Arbeiten ist es, die Zusammenhange zu verstehen, die allergische
Entzindungsreaktionen induzieren. Wesentliches Ziel hierbei ist es zu verstehen,
welche immunologischen Mechanismen gesunde Individuen vor der Ausbildung
allergischer Erkrankungen schitzen. Immunologische Toleranz, und insbesondere
regulatorische T Zellen scheinen hierbei eine wesentliche Rolle zu spielen. Je besser
wir die biologischen Funktionen von Treg Zellen kennen, und je genauer wir
verstehen, welche Faktoren dafur verantwortlich sind, dass aus naiven T Zellen
Regulatoren und nicht Effektoren des Immunsystems werden, desto rascher kbnnen
wir die Eignung dieser Zellen in zuklnftigen, kurativ orientierten, Therapieformen

analysieren.
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