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1 Einleitung

1.1 Atiologie und Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen

Die Atiologie und Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen bleiben in
vielerlei Hinsicht unklar. Untersuchungen der letzten Jahre zeigen, dass bestimmte
Umweltfaktoren bei vorliegender genetischer Pradisposition zu einer Dysregulation des
mukosalen Immunsystems und damit zu einer Entziindungsreaktion fiihren. Die beiden
Hauptvertreter chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, der Morbus Crohn und die

Colitis ulcerosa stellen somit multifaktorielle Erkrankungen dar.

Im Folgenden wird auf die einzelnen Risikofaktoren eingegangen. Ein besonderer
Schwerpunkt wird hierbei auf die Einordnung der eigenen Daten in die Dysregulation des

mukosalen Immunsystems gelegt.

1.1.1 Umweltfaktoren

Nach den Beobachtungen aus der Epidemiologie - Inzidenzanstieg in den
Nachkriegsjahren und erhohtes Vorkommen in industrialisierten Gesellschaften —
konzentrierte sich die epidemiologische Forschung weitgehend auf die mit dem westlichen
Lebensstil assoziierten Faktoren (1). Die ethnische Zugehorigkeit scheint, Studien aus
Bevolkerungen mit hohem Immigrantenanteil zu Folge, ebenfalls entscheidend zu sein.
Diese Studien zeigen jedoch auch, dass komplexe Interaktionen zwischen genetischer
Disposition und Umweltfaktoren unterschiedlicher Art eine Rolle spielen. Sowohl in den
USA als auch in Europa ist ein Nord-Siid-Gefdlle in der Inzidenz chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen nachweisbar (2, 3). In Ldndern auferhalb Europas und Nordamerikas
treten chronisch entziindliche Darmerkrankungen sehr viel seltener auf (4, 5).
Interessanterweise zeigt sich in Japan und Korea ein zu den westlichen Landern parallel
verlaufender Inzidenzanstieg. Ebenfalls mehrfach gezeigt wurde, dass Patienten mit
Morbus Crohn vermehrt unter iiberdurchschnittlich guten sanitiren Verhiltnissen
aufwuchsen (6, 7). Die hierauf basierende ,,sheltered child“-Hypothese besagt, dass
friihkindliche enterische Infektionen durch die verbesserten hygienischen Bedingungen
vermieden oder aufgehoben werden. Bei spéterer Infektion reagiert das Immunsystem dann
bei entsprechend priadisponierten Patienten inaddquat. Nikotin beeinflusst die Colitis

ulcerosa und den Morbus Crohn unterschiedlich. Wahrend Rauchen mit einem zweifach



erhohten Risiko an Morbus Crohn zu erkranken assoziiert ist, erscheint das

Erkrankungsrisiko bei Rauchern an Colitis ulcerosa deutlich vermindert (8).

1.1.2 Genetische Prddisposition

Die Grundlage der genetischen Exploration der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen ist die immer wieder dokumentierte familidre Haufung (bei ca. 10%
der Patienten) und die hohe Konkordanz in monozygoten Zwillingen (50-60% gegeniiber
4% in dizygoten Zwillingen) (9, 10). Auch in groen Familien konnte kein Mendelscher
Erbgang gefunden werden. Daher wird eine polygenetische Atiologie angenommen, wobei
ein genetisches Risiko durch die additive Interaktion multipler Krankheitsgene gebildet
wird. Genomweite Untersuchungen weisen fiir den Morbus Crohn mdgliche
krankheitsassoziierte Loci auf den Chromosomen 5, 14 und 16, fiir die Colitis ulcerosa auf

dem Chromosom 12 und fiir beide gemeinsam auf den Chromosomen 1, 6 und 19 auf (11).

Ein Durchbruch war 2001 die Identifikation des ersten Krankheitsgens auf Chromosom 16
dem NOD?2. Drei Varianten, d. h. so genannte ,,single nucleotide polymorphisms* (SNP)
im NODZ2-Gen (neue Nomenklatur ,,Caspase-Rekrutierungs-Doméne-15“ (CARD15)) sind
mit dem Auftreten des Morbus Crohn assoziiert (12-15). Interessanterweise konnte diese
Assoziation bislang nur bei westlichen Populationen nachgewiesen werden, wohingegen in
Japan fiir keine der drei beschriebenen Varianten eine Assoziation gezeigt werden konnte
(16). Homozygote Trager dieser Allele haben ein 40-fach erhdhtes Risiko an einem
stenosierenden Morbus Crohn zu erkranken, charakteristischerweise mit einem Befall des
terminalen Ileums (17). NOD2 ist ein intrazelluldres Molekiil, welches bakterielle
Peptidoglykane erkennt und die von dem nukledren Faktor-xB (NF-«xB) abhédngige
Signaltransduktion reguliert. Es liegen bislang drei Arbeiten zur Kldrung des genauen
Mechanismus vor: In der ersten Arbeit konnte gezeigt werden, dass es bei einer NOD2-
Defizienz (CARD15-Mutation) zu einer ,,Toll-like Rezeptor® (TLR) 2-abhéngigen NF-xB-
Aktivierung und nachfolgenden Hochregulation der Thl-Antwort kommt (18). In der
zweiten Arbeit von Kobayashi und Kollegen sind die NOD2-defizienten Tiere gegeniiber
oralen bakteriellen Infektionen empfindlicher, NOD2 scheint fiir die Expression einer
Subgruppe intestinaler anti-mikrobieller Peptide verantwortlich zu sein (19). Damit
ibereinstimmend ist bei Patienten mit Morbus Crohn die NOD2-Mutation mit einer
verminderten mukosalen a-Defensin-Expression assoziiert (20). Im Gegensatz dazu weisen
in der dritten Arbeit Mduse mit einer Mutation im NODZ2-Gen eine Zunahme der NF-«xB-
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Aktivierung nach Stimulation mit bakteriellen Peptidoglykanen auf, assoziiert mit einer
vermehrten IL-18-Expression (21). Die beschriebenen Widerspriiche sind am ehesten
durch die Verwendung unterschiedlicher experimenteller Systeme zu erkldren, sodass die

endgiiltige Kldrung des Mechanismus eine spannende Fragestellung bleibt.

Es sind drei weitere SNP beschrieben. Erstens, ein weiterer SNP in einem ,,pattern
recognition receptor (PRR) ist der TLR-4-Polymorphismus, der mit einer erh6hten
Empfindlichkeit gegeniiber Lipopolysaccharid (LPS) assoziiert ist. Dieser tritt gehéduft
sowohl bei Patienten mit Morbus Crohn als auch Colitis ulcerosa auf (22). Zweitens, der
SNP auf dem Chromosom 10 ist das DLGS. Dieses ist ein Strukturprotein, welches
entscheidend fiir die Integritit des Epithels ist. Dieser SNP tritt gehduft bei Morbus Crohn
auf (23). Drittens, ein SNP in dem ,,multi drug resistance 1“-Gen (MDRI), fiir dessen
Genprodukt, das P-Glykoprotein, eine erhohte Expression in intestinalen Epithelzellen
nachgewiesen wurde. Wie in dem Abschnitt ,,Tiermodelle der experimentellen Kolitis*
beschrieben, entwickelt die MDRIa knockout (KO)-Maus spontan eine Kolitis, welche
durch Antibiotika verhindert werden kann, was auf eine Barrierestdorung hindeutet. Der
MDRI1-SNP ist mit einer verminderten Expression des P-Glykoproteins assoziiert und tritt

mit erhdhter Frequenz bei Patienten mit Colitis ulcerosa auf (24).

1.1.3 Mukosales Immunsystem und Dysregulation bei chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen

Das intestinale Immunsystem stellt eine komplexe Interaktion verschiedenster
immunkompetenter Zellen innerhalb der Mukosa dar. Mit Hilfe des nachfolgenden
Schemas (Abbildung 1) sollen die beteiligten Zellpopulationen und Mediatoren sowie ihre
Interaktionen und die Bedeutung bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

dargestellt werden.
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Abbildung 1. Mukosale Entziindungsreaktionen. Die verschiedenen, an der Entziindungsreaktion beteiligten
Zellpopulationen und ausgewihlte Mediatoren sind dargestellt. Die einzelnen Schritte sind im nachfolgenden

Text detailliert erldutert. (APC = Antigen-prasentierende Zelle; T = T-Zelle, N = neutrophile Granulozyten;
PRR =, pattern recognition receptor*; LT = Lymphotoxin).

F Rekrutierung von
Entziindungszellen

GefaBendothel

A Luminale Antigene

Es konnte bislang kein einzelnes Bakterium als Ursache fiir den Morbus Crohn oder die
Colitis ulcerosa identifiziert werden. Befunde aus der Literatur sprechen jedoch fiir eine
Rolle der intestinalen Flora und der intraluminalen Antigene im Entziindungsprozess.
Verschiedene Pathogene (zum Beispiel Salmonellen, Shigellen, Campylobacter) konnten
chronisch entziindliche Darmerkrankungen dadurch auslésen, dass sie eine
Entziindungsreaktion hervorrufen, die durch das intestinale Immunsystem nicht mehr
kontrolliert werden kann. Dariiber hinaus wird wahrscheinlich die normale intestinale
Flora bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen als pathogen
empfunden. Anaerobe Keime, speziell Bacteroides spp., scheinen verantwortlich fiir die
Auslosung der Entziindung zu sein. Diese Hypothesen werden durch das Ansprechen von
Patienten mit Morbus Crohn auf Therapien, welche die intestinale Flora beeinflussen, wie
Metronidazol, Ciprofloxazin oder Elementardidten, unterstiitzt (25). Andererseits iiben so
genannte Probiotika, wie Lactobacillus spp., sowohl im Tiermodell als auch beim

Menschen einen anti-inflammatorischen Effekt aus (26, 27). Bei Gesunden fiihrt die
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intestinale Flora sowie die intraluminalen Antigene zu keiner Aktivierung des mukosalen
Immunsystems, d. h. T-Zellen aus der Mukosa gesunder Personen konnen mit luminalen
Antigenen nicht stimuliert werden. Im Gegensatz dazu koénnen mukosale T-Zellen von
Patienten mit Morbus Crohn durch die luminalen Antigene stimuliert und zur Proliferation

gebracht werden (28).

B/C  Epitheliale Barriere und Antigenprozessierung

Fiir eine Antigenprozessierung ist eine transepitheliale Antigenaufnahme im Kolon
erforderlich, d. h. die epitheliale Barriere muss liberwunden werden (29). Fiir diesen
Prozess gibt es aktuell vier beschriebene Mechanismen. Erstens konnen die epithelialen M-
Zellen luminale Antigene direkt an die basal des Epithels liegenden dendritischen Zellen
(DC) transportieren (30). Jedoch ist die Anzahl der M-Zellen im Epithel gering und es ist
wahrscheinlich, dass es durch den transzelluldiren Transport zu einer vorzeitigen
intrazelluldren Degradierung der Antigene kommt. Als zweiter Mechanismus konnte fiir
DC gezeigt werden, dass sie unter Einsatz ihrer dendritischen Ausldufer iiber den
interepithelialen Weg Antigene aufnehmen und prozessieren konnen (31). Diese DC sind
charakterisiert durch folgenden Phéinotyp: CD11¢'CD8«’'CDI11b". Ihre Prisenz im
terminalen Ileum ldsst vermuten, dass eine zunehmende Bakterienanzahl diese Zellen
dorthin rekrutiert. Dieser DC-Subtyp induziert Antigen-spezifische T-Zellen zu einer
T-Helferzellen-Typ 2 (Th2)-Polarisation sowie zu einer Interleukin (IL)-6-vermittelten
Antikdrper-Produktion. Ebenso im terminalen Ileum konnten CD11¢'CD8«’CD11b” DC
nachgewiesen werden, welche Bakterien enthalten und konstitutiv IL-12p40 exprimieren,
das zusammen mit pl9 das pro-inflammatorische IL-23 bildet (32). Da IL-23 eine T-
Helferzellen Typ 1 (Thl)-polarisierte Immunantwort unterstiitzt, konnte diese Lokalisation
im terminalen Ileum auf die Préddisposition dieser Region fiir einen Morbus Crohn
hindeuten. Der dritte Weg der Antigenaufnahme wird durch den neonatalen Fc-Rezeptor
vermittelt, der auf humanen intestinalen Epithelzellen exprimiert wird. Sobald
Immunglobulin G plus gebundenes Antigen an den Fc-Rezeptor bindet, wird dieser
Komplex transepithelial nach basal transportiert und dort DC prisentiert (33). Dieser
Komplex ist weniger empfindlich in Bezug auf eine intrazelluldre Degradierung. Viertens
konnen DC der Lamina propria Antigene von apoptotischen epithelialen Zellen

prozessieren (34).



In dem Modell der Transfer-Kolitis nehmen DC in zweierlei Hinsicht eine entscheidende
Funktion ein, zum einen in der Induktion der Thl-Antwort und damit der
Entziindungsreaktion, zum anderen die Steuerung der regulatorischen Gegenantwort.
Direkt nach der Kolitis-Induktion zeigt sich eine Zunahme von DC mit dem Phénotyp
CD11c"CD11b"'CD8«’CD134L" in den mesenterialen Lymphknoten, diese scheinen fiir
die Expansion der Entziindung-induzierenden T-Zellpopulation kritisch zu sein (35).
Weiter kann eine Subpopulation von DC in den mesenterialen Lymphknoten und der Milz
gefunden werden, die das Integrin CD103 exprimiert. In dem Modell der Transfer-Kolitis
kann durch den parallelen Transfer von CD45Rbl°WCD25+-regu1at0rischen T-Zellen
sowohl die Entstehung der Kolitis verhindert werden, als auch eine bereits etablierte
Kolitis behandelt werden (36). CD103 scheint hierfiir essentiell zu sein, nachdem der
Transfer von CD45Rb"CD25"-Zellen in CD103-defiziente Empfanger den Verlauf der
Kolitis nicht beeinflusst (29, 36).

D T-Zellaktivierung und Effektorantwort

Die T-Zellaktivierung in der Lamina propria durch DC ist ein physiologischer Prozess, der
kontinuierlich stattfindet. Durch diese Antigenprasentation wird in der gesunden Mukosa
eine Toleranz induziert, vermittelt durch die Polarisation von naiven T-Zellen zu
regulatorischen sowie Thl- und Th2-Zellen (29). In der Lamina propria kommt es neben
der Polarisation zu regulatorischen T-Zellen gleichzeitig zu einer Polarisation zu Thl- bzw.
Th2-Zellen. Eine Entziindungsreaktion wird jedoch durch ein Gleichgewicht dieser
verschiedenen T-Zellpopulationen verhindert. Wie in den vorherigen Abschnitten bereits
diskutiert, kommt es unter bestimmten pradisponierenden Faktoren zur Dominanz einer
polarisierten T-Zellsubpopulation, die eine Entziindungsreaktion nach sich zieht. Diese
polarisierten T-Zellen vermitteln wiederum die Freisetzung verschiedenster Mediatoren
aus den benachbarten Zellen, aber auch die Rekrutierung weiterer Entziindungszellen in
dieses Areal. Hieraus ergibt sich ein komplexes Netzwerk von Mediatoren, die an dem
Entziindungsprozess beteiligt sind. Das Verstindnis der Interaktion dieser Mediatoren stellt
einen ganz wesentlichen Schwerpunkt aktueller Forschungsbemiihungen dar, da sich hier

therapeutische Interventionen anbieten.

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sind durch charakteristische Mediatorprofile
gekennzeichnet. So ist die mukosale Entziindung bei Patienten mit Morbus Crohn durch
eine Dominanz der so genannten Thl-Zytokine charakterisiert (1). Dass es sich hierbei
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nicht nur um eine deskriptive Hochregulation einzelner Mediatoren handelt, sondern diese
in der Tat fir den Entziindungsprozess von Relevanz sind, konnte durch
Neutralisationsversuche zundchst im Tiermodell und dann auch im Menschen gezeigt
werden (37, 38). Wie in Abbildung 1 dargestellt, ist IL-12 das entscheidende Zytokin fiir
die Th1-Polarisation. Damit {ibereinstimmend konnte bereits 1995 im Tiermodell gezeigt
werden, dass eine Neutralisation von IL-12 mit einer kompletten Protektion in der
experimentellen Kolitis assoziiert ist (39). Knapp zehn Jahre spéter wurden diese Befunde
an einer ersten, kiirzlich publizierten Pilotstudie bei Patienten mit Morbus Crohn bestatigt
(38). Das zweite Zytokin, dessen Neutralisation bereits flir eine Subgruppe von Patienten
mit Morbus Crohn klinisch etabliert ist, ist der Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa), dessen
Produktion wird zum einen durch eine Th1-Polarisation induziert, zum anderen wird TNFa
auch primir durch DC produziert (Abbildung 1) (37). Im Tiermodell konnte auch hier eine
Protektion fiir die TNFa-Neutralisation gezeigt werden (40).

Neben IL-12 und TNFa sind eine Vielzahl weiterer Mediatoren an der Effektorantwort
beteiligt, wovon ausgewéhlte Faktoren in Abbildung 1 eingefiigt sind. IL-18 wurde in die
Abbildung bereits aufgenommen, die Funktion von IL-18 wird nachfolgend in den eigenen
Ergebnissen detailliert erldutert. Auf die Rolle des IL-12-Homologs IL-23 ist in dem
Abschnitt ,,Epitheliale Barriere und Antigenprozessierung® bereits eingegangen worden.
TLI1A ist ein neues Mitglied der TNF-Superfamilie, das sowohl von DC, aber auch von
Thl-Zellen gebildet wird. TLIA nimmt eine kostimulatorische Funktion in der IFNy-
Induktion ein. Eine Hochregulation von TL1A konnte in entziindeten Arealen bei Patienten

mit Morbus Crohn nachgewiesen werden (41).

Im Gegensatz dazu weisen Patienten mit Colitis ulcerosa erhohte Konzentrationen von
Th2-Zytokinen auf. Das Schliisselzytokin fiir die Th2-Polarisation ist das IL-4 (42-44). In
Tiermodellen der Colitis ulcerosa konnten erfolgreich anti-IL-4-Strategien eingesetzt
werden (45). In bestimmten Situationen kann auch durch ein weiteres Zytokin, das 1L-13,
die Th2-Polarisation induziert werden (46). Damit iibereinstimmend konnte durch

Neutralisation von IL-13 im Tiermodell die Entziindung verhindert werden (47).

Die Regulation dieses Netzwerkes wird noch komplexer durch die Induktion von
Mediatoren aus umliegenden Geweben. Nur durch Neutralisationsversuche und

Charakterisierung der einzelnen, den entsprechenden Mediator produzierende
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Zellpopulation, ist eine Einordnung in das Netzwerk moglich. Mit der vorliegenden Arbeit
sollen zwei Mediatoren dieses Netzwerkes auf ihre Bedeutung im Entziindungsprozess
genauer untersucht werden. Auf beide Mediatoren, das Zytokin IL-18 und das Hormon

Leptin, wird in den Abschnitten /.3 und /.4 detailliert eingegangen.

E Pattern Recognition Rezeptoren

Die TLR-vermittelte Signaltransduktion wird auf zwei Ebenen vermittelt, zum einen durch
das Epithel und zum anderen in der Lamina propria (48). Auf Seiten des Epithels kann die
Signaltransduktion sowohl auf der apikalen Seite, z. B. durch TLR-4, als auch auf der
basolateralen Seite sowie auch innerhalb der Zelle, wie z. B. durch TLR-9 vermittelt
werden. Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, dass die physiologischen
intraluminalen Antigene zytoprotektive Mediatoren induzieren, sowohl auf Ebene der
Epithelzellen, als auch auf Ebene der DC und so ein Gleichgewicht aufrechterhalten (48).
Trotzdem kann der TLR-vermittelten Signaltransduktion keine alleinige protektive
Funktion zugeschrieben werden. Z. B. entsteht in konditionalen ,,signal transducer and
activator of transcritpion® (STAT)-3 KO Maiusen, die normalerweise eine spontane Kolitis
entwickeln, diese nicht, wenn die Tiere gleichzeitig TLR-4 defizient sind (49). Weiter kann
in Mdusen, die keimfrei geziichtet werden kaum eine experimentelle Kolitis induziert
werden (50). Folglich muss von einer Aktivierung der TLR-Signaltransduktion als einer

der ersten Schritte in der mukosalen Entziindung ausgegangen werden.

F Rekrutierung von Entziindungszellen

Die Rekrutierung von Entziindungszellen aus dem peripheren Blut erfolgt iiber die
Hochregulation von Adhésionsmolekiilen auf der Oberflache von Gefiflendothelzellen und
Zellen des Immunsystems wie z. B. DC oder T-Zellen (51). Es konnen drei Gruppen von
Adhidsionsmolekiilen unterschieden werden: Die Immunglobulin-Superfamilie (z. B.
ICAM-1 auf Monozyten und Endothelzellen, VCAM auf Lymphfollikeln), die Integrine
(z. B. LFA-1 auf Leukozyten, MAdCAM-1 auf Endothelzellen) und die Selektine (z. B.
ELAM-1 auf Endothelzellen). Die Adhédsion erfolgt in verschiedenen Stufen. Die Selektine
sind fiir den primiren Kontakt von Entziindungszellen und Endothelzellen durch nicht-
kovalente Bindungen verantwortlich. Diese primire Adhésion fiihrt zur Hochregulation
von Integrinen auf Entziindungszellen, die dann mit Mitgliedern der Immunglobulin-
Superfamilie interagieren und zur Migration der Entziindungszellen in das Gewebe fithren

(52, 53).



Die Expression zahlreicher Adhdsionsmolekiile ist bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen erhoht. Dabei konnte MAdCAM-1 von besonderem Interesse sein, da
dieses Integrin mukosaspezifisch exprimiert wird. So konnte in einem experimentellen
Kolitismodell eine deutliche Suppression der Entziindung durch Blockade der Leukozyten-
Endothel-Interaktion durch Antikorper gegen MAdCAM bzw. gegen den MAdCAM-
Liganden das Integrin a4p7 oder Antisense gegen ICAM-1 erreicht werden (54). Diese
Ergebnisse wurden in klinische Studien mit ICAM-1-Antisense-Oligonukleotiden bei
Morbus Crohn umgesetzt (55). Eine signifikante Wirksamkeit dieser Antisense-Strategie
konnte hiermit nicht erzielt werden. Eine prospektive, randomisierte Therapiestudie mit
Natalizumab, einem Antikorper gegen das Integrin o4, ergab dagegen einen Wirksamkeit

dieser Substanz bei Morbus Crohn (56).

1.2 Tiermodelle der experimentellen Kolitis

Es existieren eine Vielzahl von Modellen fiir die experimentelle Kolitis in der Maus. Diese
Modelle stellen keine Kopie der humanen Erkrankungen dar, ermoglichen aber die
Charakterisierung der Entziindungsreaktion und tragen damit ganz wesentlich zu dem
Verstindnis der Pathophysiologie bei. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber die wesentlichen
Tiermodelle in der Maus. Es werden im Anschluss die in unseren Arbeiten verwendeten

Tiermodelle sowie ihre Besonderheiten beschrieben.

1.2.1 Dextran-Sodium-Sulfat-induzierte Kolitis

Das Modell der Dextran-Sodium-Sulfat (DSS)-induzierten Kolitis wurde erstmals im Jahre
1985 in Hamstern beschrieben (57). Die Ubertragung auf die Maus wurde fiinf Jahre spiter
von Okayasu publiziert (58). In diesem Modell wird das Polysaccharid DSS im
Trinkwasser gegeben, dies fithrt zu einer Zerstorung der epithelialen Barriere im Kolon
(59). Luminale Antigene werden von Antigen-prasentierenden Zellen prozessiert und T-
Zellen aktiviert (60). Auch wenn DSS in ,severe combined immunodeficiency* (scid)-
Maiusen eine Kolitis induzieren kann, ist mittlerweile nicht mehr bestritten, dass aktivierte
T-Zellen entscheidend zu der Entziindungsreaktion beitragen (61, 62). So ist eine Therapie
mit Cyclosporin aber auch mit FK506 in diesem Modell protektiv (63, 64). Die
Neutralisation verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine (TNFa, IL-6) (65, 66), aber

auch die Applikation des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10, iibt einen protektiven
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Effekt in diesem Modell aus (67). Dariiber hinaus konnte kiirzlich gezeigt werden, dass
bestimmte T-Zellsubpopulationen ebenfalls eine anti-inflammatorische Wirkung aufweisen

(68).

Tabelle 1. Ubersicht der Tiermodelle fiir experimentelle Kolitis in der Maus (nach (50)).

Modelle Literatur

1 genetisch verinderte Tiere

C3H/HelJBir (69)
IL-2 KO (70)
IL-10 KO (71)
TCRa KO (72)
TGFpB1 -/- (73, 74)
TNFAARE (75)
SAMP1/Yit (76)
Gi2a KO )
T-bet transgen (78)
STAT#4 transgen (79)
IL-7 transgen (80)
Mdrla KO 81

2 Immundefizienz

CD4'CD45Rb""Transfer (82)
Tge26 Knochenmarkschimare (83)
Wiskott-Aldrich-Protein-Defizienz (84)

3 Induktion durch exogene Substanzen

Dextran-Sodium-Sulfat (57,58)
Trinitrobenzen-Sulfonsdure (85)
Oxazolon (45)
Carageenan (86)

Es existieren grundsitzlich zwei Schemata der DSS-Applikation: Erstens, das Modell der
akuten DSS-induzierten Kolitis, bei dem DSS kontinuierlich iiber einen Zeitraum von fiinf
bis zehn Tagen appliziert wird (58). Zweitens, das Modell der chronischen DSS-
induzierten Kolitis, hier wird DSS in niedrigerer Konzentration in drei bis vier Zyklen

gegeben, unterbrochen von Zyklen mit normalem Trinkwasser (62, 87).
Der wesentliche Vorteil des DSS-Modells ist, dass die Varianz der Krankheitsauspragung

in den einzelnen Gruppen im Vergleich zu anderen Modellen sehr gering ist und damit der

Kolitisverlauf sehr gut zu steuern ist (61, 88).
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1.2.2 Trinitrobenzen-Sulfonsdure-induzierte Kolitis

Das zweite verwendete Modell ist die Trinitrobenzen-Sulfonsidure (TNBS)-induzierte
Kolitis. Dieses Modell wurde erstmals 1989 beschrieben (85). Aber erst 1995 konnte durch
Neurath und Kollegen gezeigt werden, dass die rektale Gabe in 50%gen Ethanol zu einer
transmuralen Kolitis fiihrt, die eine Th1-abhdngige Entziindungsantwort darstellt (39). Es
handelt sich hierbei um eine antigenspezifische Form der Kolitis, da sie durch das Hapten
TNBS ausgelost wird. Durch Neutralisation von IL-12 konnte die TNBS-induzierte Kolitis
komplett verhindert werden (39). Neben der Suppression von IL-12-induzierten pro-
inflammatorischen Zytokinen, die mit einer Protektion assoziiert ist (40, 89, 90), scheint
hierfiir eine Apoptoseinduktion an dem anti-inflammatorischen Mechanismus beteiligt zu

sein (91).

1.2.3 Interleukin-10 knockout-Tiere

Bereits vor der Generierung der IL-10 KO-Tiere konnte gezeigt werden, dass IL-10 ein
anti-inflammatorisches Zytokin ist und in vitro eine Reithe von pro-inflammatorischen
Zytokinen, die von Antigen-priasentierenden Zellen, T-Zellen, Natiirlichen Killerzellen
(NK-Zellen) produziert werden, supprimiert (92, 93). 1993 wurde erstmals beschrieben,
dass es bei IL-10 KO-Tieren zu der spontanen Entwicklung einer Kolitis kommt. Es
handelt sich hierbei um eine diskontinuierliche, transmurale Entziindung, die sowohl
Kolon als auch Diinndarm betrifft (71). Zunéchst glaubte man, dass ausschlieBlich eine
dominierende Thl-Antwort fiir die Entziindung verantwortlich ist (71). Untersuchungen
der letzten Jahre zeigen jedoch, dass dies zwar in der Anfangsphase der Entziindung
zutrifft, dass aber in der Spitphase eine Th2-Antwort fiir den Entziindungsprozess

entscheidend ist (94).

1.2.4 CD4 " CD45Rb""-Transfer Kolitis

Dieses Modell wurde erstmals 1993 von Powrie und Kollegen beschrieben. Hierbei werden
naive T-Zellen (CD4'CD45Rb"¢") aufgereinigt und in scid-Méuse intraperitoneal injiziert
(82). In Abhéngigkeit des Tierstalls kommt es nach vier bis acht Wochen zur Ausbildung
einer transmuralen Kolitis, die histologisch einem Morbus Crohn dhnelt. Der gleichzeitige
Transfer von so genannten regulatorischen T-Zellen, die sich in der Population der
CD4'CD45Rb""-Zellen befinden, kann die Kolitisentwicklung komplett verhindern (82,

95). Durch die klare Definition einer Effektorpopulation und einer Population
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regulatorischer Zellen kann gezielt die Bedeutung verschiedener Faktoren durch
entsprechende Transferversuche in diesem Modell untersucht werden. Es handelt sich um
eine transmurale Entziindung, die durch IFNy, IL-12 und TNFo vermittelt wird (95-97). In
der Population der regulatorischen Zellen konnten der ,.transforming growth factor-g*
(TGF-g) und IL-10 als die entscheidenden anti-inflammatorischen Zytokine identifiziert
werden (98, 99).

Die transferierten CD4 CD45Rb""-Zellen migrieren sowohl in den Diinndarm als auch in
das Kolon, es wird jedoch nur eine Kolitis beobachtet. Das deutet darauf hin, dass die
intraluminale Flora den entscheidenden Stimulus fiir die Entzlindungsreaktion darstellt.
Diese Vermutungen werden durch die Befunde unterstiitzt, dass fast keine Entziindung
beobachtet wird, wenn der Zelltransfer in einer gnotobiotischen Umgebung durchgefiihrt

wird (100).

1.3 Interleukin-18 und ,.interleukin-1g converting enzyme*

1.3.1 Interleukin-18

IL-18 wurde urspriinglich 1989 als Interferon-y (IFNy)-induzierender Faktor beschrieben
(101). Monozyten und Makrophagen stellen die am Besten charakterisierte Quelle fiir
IL-18 dar (102). Die urspriinglichen Daten stammen aus Maéusen, die mit
Propionibakterium acnes vorbehandelt wurden, um dann mit LPS in vivo stimuliert zu
werden. Aus Kupffer-Zellen dieser Tiere wurde IL-18 isoliert und kloniert (101). IL-18
wird zur IL-1-Superfamilie gezdhlt. Das aktive 1L-18 weist in Bezug auf die
dreidimensionale Struktur einen hohe Ahnlichkeit zu aktivem IL-1p auf. IL-18 und IL-1p
besitzen eine charakteristische g-Faltblattstruktur (103). Vergleicht man die konservierten
Aminosduresequenzen so zeigt sich eine 19%ige Sequenzhomologie zwischen IL-18 und
IL-1B (103). Im Gegensatz zu IL-1pg wird IL-18 konstitutiv intrazellulér in einer inaktiven
pro-Form exprimiert (104). Betrachtet man den Promoter des IL-18-Gens, so ist keine
TATA-Box zu finden, damit ist der Promoter proximal des Exon 2 kontinuierlich aktiv
(105). Zusitzlich verfiigt die 3’-nicht-translatierte Region des humanen IL-18 iiber keine
destabilisierende AUUUA-Sequenz (105).

IL-18 vermittelt das Signal {iber den IL-18-Rezeptor-Komplex. Dieser besteht aus zwei

nicht-identischen Ketten: Einer Liganden-bindenden Kette, dem IL-18-Rezeptor-a und
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einer Kette, die keinen Liganden bindet, der IL-18-Rezeptor-g (106-108). IL-18 alleine
fihrt nicht zu einer Induktion von IFNy und anderen Thl-Zytokinen, jedoch ist in
Kombination mit IL-2 oder IL-12 ein Synergismus nachweisbar (109). Der Synergismus
zwischen IL-12 und IL-18 und die daraus resultierenden Effekte auf das Immunsystem

sind in Abbildung 2 dargestellt.

IFNY/V Th1-Antwort
IL-2 " zytotoxische T-Zellen

Monozyt/ IFNy
Makrophage
IL-18 TNFa

Lymphokine

TNFa

:T_aZL —» Entziindung
IL-1p

Monozyt/Makrophage

Abbildung 2. Effekte von IL-18 im Immunsystem. Die auf zelluldrer Ebene durch IL-18-induzierten Effekte
sind schematisch dargestellt und im Text detailliert erldutert (Abbildung modifiziert nach (110)).

1.3.2 ., Interleukin- 13 converting enzyme

Das ,,interleukin-18 converting enzyme* (ICE) ist Mitglied einer groBen Familie
intrazelluldrer Proteasen, die besser unter dem Namen Caspasen bekannt sind. Caspase
steht hierbei fiir Cystein-Proteasen, die nach der Aspartinsdure schneiden (111). Das ICE-
Gen kodiert fiir ein 45 Kilodalton (kDa) grof3es, inaktives Protein, welches konstitutiv in
vielen Zelltypen exprimiert wird. Die Mehrzahl der Caspasen ist an enzymatischen
Signalwegen beteiligt, die zur Apoptose fithren. Im Gegensatz dazu besteht die
Hauptfunktion von ICE in der Prozessierung von IL-1p und IL-18. Wie bei den meisten
Caspasen, benotigt der 45 kDa groB3e Vorlaufer von ICE zwei interne Spaltungen bevor das
enzymatisch aktive Heterodimer entsteht, welches sich aus einer 10 und einer 20 kDa
groflen Kette zusammensetzt. ICE kann sich selber aktivieren durch Oligomerisation mit
sich selber oder anderen Mitgliedern der Caspase-Familie, wie z. B. Caspase-3 (112, 113).
Jede Caspase weist eine limitierte Substratspezifitit auf, so sind pro-IL-18 und pro-IL-18
als Substrate fiir ICE identifiziert worden. Die Aktivierung von ICE und die anschlieBende

Aktivierung von IL-1p und IL-18 ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3. [L-13- und IL-18-Synthese, ICE-Prozessierung und Sekretion. Die im Text beschriebene
Aktivierung von ICE und nachfolgende Aktivierung von IL-1p und IL-18 sind schematisch gezeigt
(Abbildung modifiziert nach (110)).

STIMULUS

1.3.3 Regulation des ,,interleukin-18 converting enzyme

Die Aktivierung von ICE ist hidufig mit einer generellen Zellaktivierung und parallelen
IL-1pB- und IL-18-Sekretion assoziiert. Obwohl Endotoxin sowohl ICE aktivieren als auch
die Synthese von IL-1p8 induzieren kann, gibt es auch endogene Zytokine, die diese
Eigenschaften besitzen. So kann z. B. der CD40-Ligand, ein Mitglied der TNFa-
Superfamilie von Liganden, ICE aktivieren und die Sekretion von IL-1p auf Endothel- und
glatten Muskelzellen induzieren (114). IFNy kann ebenso die ICE-Expression, nicht aber
die ICE-Aktivierung, stimulieren (115). Parallel existieren Daten, die auf intrazelluldre
Inhibitoren von ICE hinweisen. Einer dieser Inhibitoren ist der Serin-Proteinase-
Inhibitor 9, welcher die ICE-Aktivitdt in kultivierten humanen glatten Muskelzellen
hemmen konnte (116). Stickstoffmonoxid (NO) stellt ebenso einen potenten Inhibitor der
ICE-Aktivitdt dar (117, 118). Damit iibereinstimmend inhibiert NO die Sekretion von
aktivem IL-1p8 und IL-18 (119).

1.3.4 Interleukin-18 und die intestinale Entziindung

Mehrere Studien deuten auf eine entscheidende Rolle fiir IL-18 in der intestinalen

Entziindung hin. Zunichst bestdtigten Nakamura und Kollegen in vivo den in vitro
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beschriebenen Synergismus zwischen I1L-12 und IL-18 bezogen auf die Induktion der
IFNy-Synthese (120). Wurde Miusen IL-18 alleine injiziert, waren keine makroskopischen
Veridnderungen zu erkennen, wohingegen nach alleiniger 1L-12-Injektion die Entwicklung
einer Kolitis sowie ein Gewichtsverlust beobachtet werden konnte (120, 121). Die
Injektion beider Zytokine resultierte in einer schwersten Kolitis assoziiert mit einer hohen
Mortalitdt. Chikano und Kollegen bestitigten diese Ergebnisse und konnten weiter zeigen,
dass die intestinale Entziindung einen IFNy-abhingigen und TNFa-, NO- und Fas-Ligand-
unabhiingigen Mechanismus darstellt (122). In Ubereinstimmung mit einer erhdhten Thl-
Antwort in Patienten mit Morbus Crohn, konnten mehrere Gruppen unabhédngig
voneinander eine signifikant erhohte Expression von IL-18 in intestinalen Makrophagen
und Epithelzellen in den entziindeten Arealen von Patienten mit Morbus Crohn nachweisen
(123, 124). Im Gegensatz dazu wurde in den entziindeten Arealen bei Patienten mit Colitis
ulcerosa keine erhohte IL-18-Expression nachgewiesen (123). Die erhdhte Expression
eines Mediators deutet auf eine Funktion im Entziindungsprozess hin, der Beweis, dass es
sich um einen kritischen Faktor in der Entziindungskaskade handelt, kann nur durch

Neutralisations-Experimente erbracht werden.

-15-



1.3.5 Zielsetzung und Fragestellung Teil 1

Die erhohte Expression von IL-18 in den entziindeten Arealen der Lamina propria von
Patienten mit Morbus Crohn, nicht aber Colitis ulcerosa, deutet auf eine kritische Funktion
im Mediatornetzwerk der intestinalen Entziindung hin. Diese deskriptiven Befunde werden
weiter unterstiitzt durch in vitro- und in vivo-Befunde, bei denen IL-18 in Kombination mit
IL-12 einen synergistischen Effekt in Bezug auf die pro-inflammatorische
Entziindungsantwort aufweist. Durch die Neutralisation von 1L-12 kann sowohl im
Tiermodell der experimentellen Kolitis, als auch bei Patienten mit Morbus Crohn die

Entzlindung verhindert beziechungsweise gemildert werden (38, 39).

Die nachfolgenden Arbeiten dienen somit der Charakterisierung der Rolle von IL-18 in der
intestinalen Entziindungskaskade, wobei zum einen der Hauptsyntheseort in der Mukosa
identifiziert werden soll, zum anderen die Relevanz von IL-18 in dem Entziindungsprozess
mittels Neutralisation von IL-18 in der experimentellen Kolitis untersucht wird. Sollte die
,1L-18-Blockade* mit einer verminderten Entziindungsreaktion assoziiert sein, bietet der
charakteristische Aktivierungsweg von pro-IL-18 zu dem aktiven Zytokin mittels der
Protease ICE einen therapeutischen Ansatzpunkt fiir pharmakologische Strategien. Diese
Moglichkeit soll unter Einsatz von /CE-knockout-Tieren bzw. spezifischen Inhibitoren

untersucht werden.

Durch diese in vivo-Untersuchungen kann IL-18 eine eindeutige Position in dem
Mediatornetzwerk der intestinalen Entziindung zugeordnet werden und ermdglicht so zum
einen ein besseres Verstindnis und zum anderen erdffnet es mdoglicherweise neue

therapeutische Ansatzpunkte.
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1.4 Leptin: Ein Hormon als Immunregulator

1.4.1 Leptin als Hormon

In der Mitte des letzten Jahrhunderts wurde in Mdusen ein genetischer Defekt identifiziert,
der als Phédnotyp eine schwere Adipositas aufweist, die auf eine vermehrte
Nahrungsaufnahme und einen verminderten Energieverbrauch zuriickzufiihren war (125).
Das zugehorige Gen wurde ob benannt und die die Mutation tragenden Méuse ob/ob (126).
Genauere Untersuchungen ergaben, dass ob/ob-Miuse nicht in der Lage sind einen
LSittigungsfaktor zu produzieren, jedoch auf diesen reagieren konnen. Ahnliche
Experimente wurden in so genannten db/db-Méusen durchgefiihrt, die eine Mutation im
db-Gen aufweisen und einen vergleichbaren Phénotyp zeigen. Db/db-Méause produzierten
zwar den in den ob/ob-Méiusen fehlenden ,,Séttigungsfaktor®, konnten aber nicht auf ithn
reagieren. Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass das db-Gen fiir den Leptin-
Rezeptor kodiert (125). Erst 1994 wurde der molekulare Defekt in dem o0b-Gen
identifiziert (127). Das 16 kDa grofle Protein wurde Leptin benannt, nach dem

griechischen Word ,,/eptos* (hentoo), welches libersetzt diinn heif3t.

Adipozyten stellen den Hauptproduzenten von Leptin dar. Die urspriinglich beschriebene
Funktion von Leptin ist die appetithemmende Wirkung, daher korrelieren die Leptin-
Serumkonzentrationen direkt mit der Korperfettmasse. Zu Beginn einer Fastenperiode
fallen die Leptin-Serumkonzentrationen zunichst disproportional ab und signalisieren so
dem Gehirn sich an den neuen Nahrungszustand zu adaptieren. Hieraus folgende endokrine
Verdnderungen schliefen eine Verminderung der reproduktiven, thyreoidalen Funktion
sowie eine Stimulation der Hypothalamus-Hypophysenvorderlappen-Nebennierenrinden-
Achse ein (128). Steigt die Kalorienzufuhr und die Energiedepots normalisieren sich, d. h.

die Adipozyten nehmen an Masse zu, so steigt auch die Leptin-Serumkonzentration.

1.4.2 Leptin: Funktion im Immunsystem

Erste Hinweise, dass Leptin neben seiner Rolle als Mediator im neuroendokrinologischen
Netzwerk auch als Botenstoff im Immunsystem dient, ergaben sich auf Grund seiner
Struktur und der seines Rezeptors. Anhand seines Aufbaus, der vier a-helikale Strukturen
beinhaltet, wird Leptin zu den langkettigen helikalen Zytokinen gezdhlt, einer
Zytokinklasse zu der unter anderem IL-6, IL-12 und IL-15 gehoren. Der Leptin-Rezeptor
(OB-R) wird der Zytokin-Rezeptor-Familie Klasse I zugeordnet. Die Sequenz des
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Rezeptors zeigt dabei eine starke Homologie mit den Rezeptoren des ,,granulocyte colony-
stimulating factor*, des ,,leukemia inhibitory factor*, dem Onkostatin M sowie der gp130-
Familie auf (127). Der OB-R kommt in mehreren Splice-Varianten vor, von denen bisher
sechs verschiedene identifiziert wurden, die sich in der Lénge ihrer zytoplasmatischen

Dominen unterscheiden und OB-Ra-f benannt wurden (129).

Leptin-Rezeptor

Die verschiedenen OB-R-Isoformen werden in unterschiedlicher Quantitit exprimiert. Die
am weitesten verbreitete Form, der OB-Ra, findet sich unter anderem auf Lunge, Leber,
Milz, Niere und Makrophagen. Wie auch die Isoformen OB-Rc, OB-Rd und OB-Rf scheint
der OB-Ra bei der Leptin-vermittelten Signaltransduktion keine Rolle zu spielen (130).
Die genaue Funktion dieser Isoformen ist noch nicht gekldrt. Auf Grund der hohen
Expressionsdichte von OB-Ra und OB-Rc im Plexus choroideus und den Kapillaren im
zentralen Nervensystem, wird jedoch eine Rolle beim Leptin-Transport durch die Blut-
Hirn-Schranke angenommen (131). Der OB-Re stellt einen 16slichen Rezeptor dar, der eine
Carrierfunktion einnimmt, wobei im Plasma an diesen Rezeptor gebundenes Leptin ldnger
in der Zirkulation verbleibt (129, 132, 133). Der OB-Rb ist mit 1162 Aminosduren die
langste Splice-Variante des OB-R. Gleichzeitig ist er die einzige Isoform, fiir die eine
durch Leptin-Bindung ausgeloste Signaltransduktion nachgewiesen werden konnte. Er
wird unter anderem in Bereichen des Hypothalamus, welche mit der Regulation von
Appetit und Korpergewicht in Verbindung stehen, aber auch auf Endothelzellen,
Epithelzellen, B-Zellen des Pankreas, den Ovarien, auf CD34  himatopoetischen
Knochenmarks-Vorlduferzellen, Adipozyten, Monozyten / Makrophagen, Epithelzellen
sowie T- und B-Zellen exprimiert (129, 134).

Signaltransduktion

Der OB-R liegt als Homodimer vor. Jeder Rezeptor kann ein Leptin-Molekiil binden,
wodurch ein Tetramer-Komplex aus je zwei Rezeptoren und Liganden entsteht (135, 136).
Die Bindung von Leptin an den Ob-Rb fiihrt zur Aktivierung der an die intrazellulédre
Domine des Rezeptors assoziierten Kinase JAK?2 (,,Janus-family tyrosine kinase-2), was
die Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doménen des Ob-Rb auslost. Letztere sind
infolgedessen fiir Signal-iibertragende Molekiile der STAT-Familie zugédnglich. STAT-

Proteine konnen nach Aktivierung in den Nukleus translokalisieren und dort die
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Transkription verschiedener Zielgene induzieren, welche die Wirkung von Leptin

vermitteln (137, 138).

Leptin-Wirkung auf verschiedene Zellpopulationen des Immunsystems

Eine Reihe von Studien haben sich mit der Wirkung von Leptin auf unterschiedliche
Zellen des Immunsystems beschaftigt. Mittlerweile ist eindeutig belegt, dass Leptin sowohl
Zellen des adaptiven Immunsystems als auch Komponenten des angeborenen
Immunsystems wie Neutrophile und Makrophagen beeinflussen kann. Auf die einzelnen

Zellpopulationen wird im Folgenden eingegangen (Abbildung 4):

ANGEBORENES IMMUNSYSTEM ERWORBENES IMMUNSYSTEM

Neutrophilenaktivierung
1 Chemotaxis

Thymus
1 Thymozytenzahl
1 CD4+CD8+-Zellen
1 CD4+CD8--Zellen
| Apoptose

/ Naive CD4*CD45RA* T-Zellen
1 Proliferation

/ 1 Zellaktivierung
1 pro-inflammatorische Zytokine

Zytokininduktion bei Monozyten/ /
Makrophagen
1 Akute Phase-Antwort

1 Fieber \
1 pro-inflammatorische Zytokine, NO \
Aktivierung von APC /

1 MHC-Molekiile
1 Adhéasionsmolekuile
1 Phagozytose

Memory CD4+CD45R0O* T-Zellen
| Proliferation

Th1-Zellstimulation
1 DTH

1 19G,, Switch

1 Makrophagenaktivierung

Anti-apoptotische Effekte
1 BCL-2
1 BCL-X,

Zytotoxizitat
1 Perforin

Abbildung 4. Einfluss von Leptin auf das angeborene und erworbene Immunsystem. (DTH, delayed type
hypersensitivity; APC, Antigen-prasentierende Zelle; Abbildung modifiziert nach (130)).

Die Stimulation von T-Zellen mit Leptin in vitro kann sowohl bei CD4"- als auch bei
CDS8"-Zellen zu einer Aktivierung fiihren. Die Aktivierung spiegelt sich in einer
Hochregulation von Aktivierungsmarkern (CD69, CD71), in der vermehrten Sekretion der
pro-inflammatorischen Zytokine sowie einer Erhdohung der Expression von
Adhisionsmolekiilen wider (139). Die Wirkung von Leptin zumindest auf CD4" T-Zellen
steht dabei in Abhingigkeit vom vorherigen Aktivierungszustand der Zellen: Wahrend
Leptin auf naive (CD45RA") humane CD4" T-Zellen bei gleichzeitiger Stimulation mit
anti-CD3-Antikorpern proliferationsfordernd wirkt und die Produktion von IL-2 und IFNy
induziert, ist die Wirkung auf memory T-Zellen (CD45RO") kontrir: Die anti-CD3-
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induzierte Proliferation aber auch Zytokinproduktion wird durch parallele Leptin-Gabe bei

dieser Zellpopulation gehemmt (139, 140).

Auch auf Zellen des angeborenen Immunsystems wirkt Leptin aktivierend und unterstiitzt
somit entziindliche Vorgénge. So konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden,
dass Leptin bei Monozyten / Makrophagen deren Phagozytoseleistung sowie die
Freisetzung von Leukotrien B4, NO, pro-inflammatorischen Zytokinen und
Cyclooxygenase-2 steigert (130, 141, 142). Ob die Zytokin-Induktion einen direkten Effekt
von Leptin auf die Monozyten/Makrophagen darstellt, oder ob es sich hierbei nur um einen

indirekten Effekt handelt, ist nicht geklért.

Bei ob/ob-Miusen ldsst sich nicht nur eine Verminderung der T-Zellzahl, sondern auch
eine erniedrigte Zahl von NK-Zellen beobachten. Dariiber hinaus konnen NK-Zellen

direkt durch Leptin aktiviert werden (143, 144).

1.4.3 Leptin-/Leptin-Rezeptor-Defizienz in der Maus

Als Hauptfunktion von Leptin wurde die appetithemmende Wirkung definiert. Jedoch sind
sowohl ob/ob- als auch db/db-Tiere nicht nur adipos. Diese Tiere weisen ein komplexes
Syndrom charakterisiert durch Sterilitdt, hormonelle Dysregulation sowie Verdnderungen
des hamatopoetischen Systems und des Immunsystems auf. Vergleichbare Verdnderungen
wurden in Leptin-defizienten Menschen beobachtet und sind im néchsten Abschnitt
beschrieben (145). In vivo-Untersuchungen der letzten Jahre konnten eine Resistenz der
ob/ob- und db/db-Tiere in einer Vielzahl von Entziindungsmodellen zeigen. Auf diese wird

in der Diskussion unter Einbeziehung der eigenen Ergebnisse eingegangen.

1.4.4 Leptin-/Leptin-Rezeptor-Defizienz im Menschen

Entgegen der anfianglichen Hoffnung ist die Adipositas beim Menschen meist nicht auf
eine Leptin-Defizienz zuriickzufithren. Es wird geschétzt, dass sich bei etwa 1 von 250
adiposen Menschen eine entsprechende Mutation nachweisen ldsst (146). Auf die
einzelnen in der Literatur beschriebenen Fille von Leptin- bzw. OB-R-Defizienz wird im
Folgenden eingegangen. Bereits 1996 wurde bei zwei Kindern mit einer schweren
Adipositas eine Mutation im Leptin-Gen und damit eine kongenitale Leptin-Defizienz

nachgewiesen (147). Beide Kinder zeigten keine zusdtzlichen Merkmale, die auf ein
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Prader-Willi- oder Alstrom-Syndrom, also andere Syndrome, die mit einer Adipositas
assoziiert sind, hingedeutet hétten. Im Gegensatz zu den ob/ob-Miusen, war bei diesen
Kindern kein Hyperkortisolismus nachweisbar. Die Insulin-Serumkonzentrationen waren
erhoht und die Wachstumskurve war nicht beeintrichtigt (147). Ahnliche Verinderungen
wurden fiir drei Mitglieder einer tiirkischen Familie beschrieben, fiir die ebenfalls eine
Mutation im Leptin-Gen nachgewiesen werden konnte, sowie heterozygote Verdanderungen
bei anderen Familienmitgliedern. Hier konnten die oben beschriebenen Befunde fiir die
Leptin-defizienten Kinder erstmals bei Erwachsenen bestétigt werden (148). In einer
Folgearbeit wurde diese tiirkische Familie genauer charakterisiert, in der Familie konnten
elf Mitglieder mit einer Leptin-Defizienz nachgewiesen werden. Hiervon starben sieben in
frither Kindheit an Infektionen. Vier Patienten leben noch und zeigen ebenfalls die oben

beschriebenen Verdnderungen, die in Tabelle 1 zusammengefasst sind (145).

Arbeiten aus den letzten zwei Jahren zeigen erste Ergebnisse zu Leptin-Mangel bzw.
-Defizienz und den damit assoziierten Verdnderungen des Immunsystems im Menschen. In
der Arbeit von Palacio und Mitarbeitern wurden fiinfzehn untererndhrte Kinder mit
niedrigen Leptin-Serumkonzentrationen, mit normalgewichtigen Kontrollen verglichen.
Die Gruppe der untererndhrten Kinder wies eine signifikant verminderte T-
Zellproliferation, sowie eine verminderte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine auf
(149). Nach einer 10%igen Gewichtszunahme sowie einem damit assoziierten Anstieg der
Leptin-Serumkonzentrationen, waren keine Unterschiede bzgl. der genannten Parameter
mehr nachweisbar. Eine zweite Studie fiihrte vergleichbare Untersuchungen an Leptin-
defizienten Kindern durch. Bei drei Kindern mit einer morbiden Adipositas bei
kongenitaler Leptin-Defizienz zeigte sich eine verminderte Zahl an zirkulierenden CD4"
T-Zellen, eine verminderte T-Zell-Proliferation sowie Zytokin-Freisetzung. Nach einer
subkutanen Leptin-Substitution liber einen Zeitraum von maximal vier Jahren
normalisierten sich das Korpergewicht, die Hormondysregulation sowie die genannten

immunologischen Verdnderungen (146).
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Tabelle 1. Charakteristika Leptin-defizienter Menschen (145, 147-150).

Endokrinologie

Immunologie

* Adipositas, Hyperphagie
* Hypogonadismus
e Sterilitat

* im Gegensatz zur ob/ob-Maus kein
Hyperkortisolismus

¢ erhohte Empfindlichkeit gegeniiber
opportunistischen Infektionen

¢ verminderte T-Zellproliferation
» verminderte Zahl naiver CD4 " CD45RA-T-Zellen

* gestorte Zytokinsynthese: vermehrte TGFf-
Produktion, verminderte IFNy-, IL-4-, IL-10-
Produktion
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1.4.5 Zielsetzung und Fragestellung Teil 2

Fiir Leptin-defiziente Tiere konnte eine Protektion in verschiedenen Entziindungsmodellen
wie der Kollagen-induzierten Arthritis sowie der Autoimmunenzephalomyelitis bereits
gezeigt werden. Eine genaue Charakterisierung der Rolle von Leptin im intestinalen
Entziindungsprozess mit Hinblick auf die Effektorzellpopulation sowie Leptinproduzenten

fehlt jedoch bislang.

Um dies und damit ein grundsitzliches Verstdndnis von Leptin in der intestinalen
Entziindung zu ermdglichen, werden Leptin-defiziente Méuse zunéchst in den Modellen
der DSS- und der TNBS-induzierten Kolitis untersucht. Aufgrund des adipdsen Phénotyps
soll zunédchst im Modell der Concanavalin A-induzierten Hepatitis, aber auch der DSS-
induzierten Kolitis evaluiert werden, in wieweit die Leptin-Defizienz und nicht der adipdse

Phinotyp fiir die beobachteten Verdnderungen verantwortlich ist.

Die bisherigen in vitro-Ergebnisse aus der Literatur deuten auf einen stimulatorischen
Effekt von Leptin auf naive T-Zellen hin. Unter Verwendung von T-Zell-abhidngigen
Modellen sowie des Kolitis-Transfermodells soll der direkte pro-inflammatorische Effekt
von Leptin auf T-Zellen, als mégliche Effektorzellpopulation in der Lamina propria,

untersucht werden.

Die Protektion von Leptin-defizienten Tieren in induzierbaren Entziindungsmodellen
wurde gezeigt, jedoch bleibt die Rolle der Leptin-Defizienz in der spontanen Entziindung
unklar. Dies soll am Beispiel der spontanen Kolitis der IL-10 KO-Maus geklart werden,
hierzu werden IL-10- Leptin-Doppel-KO-Tiere generiert und vergleichend mit IL-10 KO-

Tieren charakterisiert.
Diese Untersuchungen ermdglichen zum einen eine Einordnung von Leptin in das

Mediatornetzwerk der intestinalen Entziindung und stellen zum anderen eine Basis fiir das

Verstdndnis der Interaktionen von Endokrinologie und Immunologie dar.
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2 Eigene Arbeiten

Im Folgenden sind die Arbeiten beider Bereiche entsprechend der beigefiigten Arbeiten

zusammengefasst.

2.1 Die Funktion von Interleukin-18 in der intestinalen Entziindung und

therapeutische Strategien

2.1.1 Die Interleukin-18-Neutralisation mildert die experimentelle Kolitis

(Siegmund B., Fantuzzi G., Rieder F., Gamboni-Robertson F., Lehr H. A., Hartmann G.,
Dinarello C. A., Endres S. und Eigler A. Neutralization of IL-18 reduces severity in murine
colitis and intestinal IFNy and TNFa production. American Journal of Physiology (2001)
281:R1264-73)

In der entziindeten Mukosa von Patienten mit Morbus Crohn konnten erhohte
Konzentrationen von IL-18 nachgewiesen werden. Um eine Funktion von IL-18 als pro-
inflammatorisches Zytokin im intestinalen Entziindungsprozess beweisen zu konnen,
wurde in dem Modell der experimentellen DSS-induzierten Kolitis der Effekt von IL-18-
neutralisierendem Antiserum untersucht. Diese Untersuchungen wurden in Balb/c- und
C57BL/6-WT-Tieren durchgefiihrt. Mit zunehmender DSS-Konzentration im Trinkwasser
und damit assoziierten Zunahme der intestinalen Entziindung wurde ein paralleler Anstieg
der IL-18-Konzentration im Gewebe nachgewiesen, wobei die IL-18-Synthese
insbesondere in Epithelzellen gezeigt werden konnte. Durch Neutralisation von IL-18
wurde eine signifikante Reduktion der intestinalen Entziindung erzielt, was sich zum einen
durch eine reduzierte Gewichtsabnahme sowie eine im Vergleich zu den nicht-behandelten
DSS-exponierten Tieren kaum erfolgte Kolonverkiirzung, ein Zeichen der Entziindung in
diesem Modell, manifestierte. Sowohl in Kolon-Gewebehomogenisaten, als auch im
Uberstand der Kolonorgankultur zeigte sich eine signifikante Reduktion der pro-
inflammatorischen Zytokine TNFa, IFNy und IL-18. AbschlieBend konnte der fiir andere
Zellpopulationen vorbeschriebene synergistische Effekt von IL-12 und IL-18 in Bezug auf
die IFNy-Induktion in LPMC bestitigt werden. Diese Arbeit zeigte somit erstmals eine

funktionelle pro-inflammatorische Rolle fiir IL-18 in der experimentellen Kolitis auf.
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2.1.2 Die Rolle des “interleukin-1B converting enzyme” in der intestinalen

Entziindung

(Siegmund B., Lehr H. A., Fantuzzi G. und Dinarello C. A. Interleukin-1g-converting
enzyme (caspase-1) in intestinal inflammation. Proceedings of the National Academy of
Sciences U S A (2001) 98:13249-54)

Das ,,interleukin-18 converting enzyme* (ICE) stellt eine intrazelluldre Protease dar,
welche die inaktiven Vorldufer-Proteine von IL-1p und IL-18 in die aktiven Proteine
spaltet. In der vorliegenden Studie wurde der Effekt von /CE-Defizienz auf die intestinale
Entziindung untersucht. In dem Modell der akuten DSS-induzierten Kolitis zeigten /CE-
KO-Tiere einen signifikant verminderten Gewichtsverlust, Diarrhd, rektale Blutung und
Verkiirzung der Kolonlédnge als indirekte Parameter der Entziindung. Im Gegensatz dazu
zeigten DSS-exponierte Tiere, die mit einem IL-1-Rezeptor-Antagonisten behandelt
wurden nur eine geringe Milderung der intestinalen Entziindung verglichen mit den DSS-
exponierten WT-Tieren. Um weiter den Effekt der /CE-Defizienz in einer chronischen
Kolitis zu untersuchen, wurde ebenfalls mittels DSS eine chronische Kolitis in WT bzw.
ICE KO-Tieren induziert. In diesem Modell zeigten die /CE KO-Tiere eine beinahe
komplette Protektion, die am Deutlichsten in den histologischen Schnitten zu erkennen
war. Dieser Schutz war assoziiert mit einer signifikanten Reduktion der spontanen
Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-18, IL-1p und IFNy. Mittels
Durchflusszytometrie konnte eine verminderte Zellaktivierung in den Lymphozyten der
drainierenden mesenterialen Lymphknoten der /CE KO-Tiere nachgewiesen werden. Aus
diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Inhibition des ICE eine neue anti-

inflammatorische Strategie fiir die intestinale Entziindung darstellt.
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2.1.3 Die pharmakologische Inhibition von ICE schiitzt vor experimenteller Kolitis

(Loher F., Bauer C., Landauer N., Schmall K., Siegmund B., Lehr H.A., Dauer M.,
Schoenharting M., Endres S. und Eigler A. The ICE inhibitor pralnacasan reduces dextran
sulfate sodium-induced murine colitis and Th1 T-cell activation. Journal of Pharmacology
and Experimental Therapeutics (2004), 308:583-90)

Fiir IL-18 konnte eine kritische pro-inflammatorische Rolle in der intestinalen Entziindung
gezeigt werden. Sowohl IL-18 als auch IL-1p werden als inaktive Vorldufer-Proteine
gebildet und miissen durch die Protease ICE zu den aktiven Proteinen gespalten werden.
ICE kann durch den spezifischen pharmakologischen Inhibitor Pralnacasan gehemmt
werden. In der vorliegenden Studie wurde der Effekt der pharmakologischen ICE-
Inhibition durch Pralnacasan im Modell der akuten DSS-induzierten Kolitis untersucht.
Pralnacasan wurde hierzu tiglich intraperitoneal gespritzt oder oral appliziert, beginnend
an dem ersten Tag der DSS-Exposition. Die Behandlung mit Pralnacasan fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion des klinische Scores (Gewicht, Diarrho, rektale Blutung). Es
konnte weiter die lokale IL-18-Synthese im Kolongewebe signifikant reduziert werden
sowie die IFNy-Synthese der drainierenden mesenterialen Lymphknoten. In den
Pralnacasan-behandelten Tieren wurden keine Nebenwirkungen beobachtet. Die Inhibition
von ICE durch Pralnacasan stellt damit eine effektive Therapie im Modell der DSS-

induzierten Kolitis dar.
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2.2 Charakterisierung der Funktion von Leptin im mukosalen Immunsystem

2.2.1 Leptin-Defizienz, nicht die Adipositas, schiitzt Mduse vor der Concanavalin A-

induzierten Hepatitis

(Siegmund B., Lear-Kaul K. C., Faggioni R. und Fantuzzi G. Leptin deficiency, not
obesity, protects mice from Con A-induced hepatitis. European Journal of Immunology
(2002) 32:552-60)

Leptin-defiziente ob/ob-Méuse sind im Modell der Con A-induzierten Hepatitis geschiitzt.
Es war bislang jedoch unklar, ob dieser Schutz auf die Leptin-Defizienz oder die damit
assoziierte Adipositas zurlickzufiihren ist. Um diese Frage beantworten zu kénnen, wurden
adipose WT-Miuse mit hohen Leptin-Serumkonzentrationen durch Injektion von
Goldthioglukose (GTG) generiert (WT GTG). Sowohl WT- als WT GTG-Tiere
entwickelten nach Con A-Injektion eine Hepatitis, wohingegen bei den ob/ob-Tieren keine
Hepatitis nachgewiesen werden konnte. Dariiber hinaus war in den mononukledren Zellen
der Leber (LMNC) von WT- und WT GTG-Tieren nach Con A-Injektion die
Konzentrationen von TNFa und IFNy sowie die Expression des Aktivierungsmarkers
CD69 signifikant erhdht, nicht jedoch in 0b/ob-Tieren. Die Leber von WT- und WT GTG-
Tieren zeigte den gleichen Anteil an NK T-Zellen, eine Lymphozyten-Population, die in
diesem Modell eine entscheidende Rolle einnimmt. Diese Population nahm nach Con A-
Injektion in WT- und WT GTG-Tieren ab. Im Gegensatz dazu, zeigte die Leber der ob/ob-
Tiere etwa 50% weniger NK T-Zellen, diese Zellpopulation dnderte sich in den ob/ob-
Tieren nach Con A-Injektion nicht. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass
die durch die Leptin-Defizienz vermittelten Verdnderungen des Immunsystems, nicht aber

die Adipositas, vor der Con A-induzierten Hepatitis schiitzt.
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2.2.2 Leptin: Ein entscheidender Mediator in der intestinalen Entziindung

(Siegmund B., Lehr H. A. und Fantuzzi G. Leptin: a pivotal role in intestinal
inflammation. Gastroenterology (2002) 122:2011-2025)

Neben der appetithemmenden Wirkung weist Leptin eine modulierende Funktion im
Immunsystem auf. Ziel dieser Untersuchungen war es, die Rolle von Leptin in der
intestinalen Entziindung erstmals zu charakterisieren. Hierzu wurden im Modell der akuten
und chronische DSS-induzierten Kolitis sowie im Modell der TNBS-induzierten Kolitis
WT- und Leptin-defiziente ob/ob-Tiere verglichen. Es konnte zunichst gezeigt werden,
dass die Leptin-Stimulation sowohl von intraepithelialen Lymphozyten als auch von
LPMC in einer Aktivierung des Ob-Rb-abhidngigen Signaltransduktionsweges STAT-3
resultiert. Im Modell der akuten DSS-induzierten Kolitis konnte in den ob/ob-Tieren eine
72%ige-Reduktion des Kolitis-Schweregrads sowie der spontanen Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine in der Kolonorgankultur nachgewiesen werden. Wurde den
Leptin-defizienten ob/ob-Tieren Leptin substituiert, so wurde dieser protektive Effekt
komplett aufgehoben. Folglich ist nicht die Adipositas, sondern die Leptin-Defizienz fiir
die Protektion in diesem Modell verantwortlich. In den Modellen der chronischen DSS-
Kolitis sowie der TNBS-induzierten Kolitis waren ob/ob-Tiere ebenfalls geschiitzt. Dieser
Schutz, der sich in dem makroskopischen Score (Gewicht, Diarrho, rektale Blutung) sowie
in der Histologie zeigte, war mit einer verminderten IFNy-Synthese der intraepithelialen
Lymphozyten assoziiert. Zusétzlich konnte in den LPMC der o0b/ob-Tiere eine deutlich
erhohte Apoptoserate verglichen mit LPMC der WT-Tieren nachgewiesen werden. Im
Kolonhomogenisat von WT-, nicht aber von Leptin-defizienten ob/ob-Tieren, war eine
STAT-3-Aktivierung sowie eine Induktion der Cyclooxygenase-2 nachweisbar. Diese
Ergebnisse zeigen, dass Leptin eine wichtige Verbindung zwischen dem endokrinen
System und dem Immunsystem darstellt sowie einen wichtige pro-inflammatorischen

Mediator in der intestinalen Entziindung.
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2.2.3 Der Leptin-Rezeptor auf T-Zellen moduliert die chronisch intestinale
Entziindung

(Siegmund B., Senello J. A., Jones-Carson J., Gamboni-Robertson F., Lehr H. A., Batra
A., Fedke 1., Zeitz M. und Fantuzzi G. Leptin receptor on T lymphocytes modulates
chronic intestinal inflammation in mice. Gut (2004), 53:965-72)

Die Vorarbeiten unserer und anderer Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Leptin
regulierend in das Immunsystem eingreift, es war bislang jedoch unklar, ob dies auf einen
stimulierenden Effekt von Leptin auf T-Zellen zuriickzufiihren ist. Mit der vorliegenden
Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, ob die Expression der langen Isoform des
Leptin-Rezeptors (OB-Rb) auf T-Zellen die intestinale Entziindung beeinflussen kann.
Hierzu wurde das Modell der Transferkolitis eingesetzt, bei dem durch den Transfer von
naiven CD4 CD45Rb™€"-Zellen in scid-Miuse eine Kolitis induziert wird. Es wurden
CD4'CD45Rb"-Zellen von WT oder OB-Rb-defizienten db/db-Tieren in scid-Mause
transferiert und die Kolitis-Entwicklung beurteilt. Es konnte zunichst gezeigt werden, dass
sowohl auf CD4"CD45Rb™®"-Zellen als auch auf CD4 CD45Rb"-Zellen der OB-Rb
exprimiert wird. Nach dem Transfer von CD4'CD45Rb"€"-Zellen aus WT-Tieren konnte
in den Lymphozyten der entziindeten Areale im Kolon eine erhéhte Leptin-Produktion
nachgewiesen werden. Durch den Transfer von CD4'CD45Rb"®-Zellen aus db/db-Tieren
kam es im Vergleich zu dem Transfer von WT-Zellen nur sehr verzogert zu einer Kolitis-
Entwicklung. In den ersten vier Wochen konnte eine hohe Apoptoserate in den LPMC der
Tiere, die die CD4 CD45Rb""-Zellen aus db/db-Tieren erhielten, gezeigt werden. Ein
hoher Glukokortikoid-Serumspiegel in den db/db-Spendertieren konnte als Erklarung fiir
die beobachtete Protektion ausgeschlossen werden. Im Gegensatz zu Rezipienten von WT-
Zellen war die Expression von ,,peroxisome proliferator activated receptor y* (PPARy) im
Kolon von Rezipienten von db/db-Zellen signifikant erhoht. Frisch isolierte db/db
CD4'CD45Rb""-Zellen produzierten signifikant weniger IFNy. Nach acht Wochen
zeigten die Rezipienten von WT- und db/db-Zellen keinen Unterschied mehr beziiglich des
Schweregrades der intestinalen Entziindung. Diese Untersuchungen zeigen, dass die
Effekte von Leptin in der Peripherie auf das Immunsystem direkt iiber den OB-Rb auf T-

Zellen vermittelt werden.
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2.2.4 Entwicklung einer intestinalen Entziindung in Interleukin-10-/Leptin-

Doppelknockout-Mdusen
(Siegmund B., Sennello J. A., Lehr H. A., Batra A., Fedke 1., Zeitz M. und Fantuzzi G.

Development of intestinal inflammation in double IL-10 and leptin-deficient mice. Journal
of Leukocyte Biology (2004), 76:782-6)

Leptin-defiziente ob/ob-Miuse sind in verschiedenen Entziindungsmodellen geschiitzt. Um
zu beurteilen, ob die Leptin-Defizienz die spontane intestinale Entziindung in IL-10 KO-
Tieren beeinflussen kann, wurden IL-10- Leptin-defiziente Doppel-KO (IL-10 KO o0b/0b)-
Maiuse generiert und mit IL-10 KO-Tieren in Bezug auf den Verlauf der intestinalen
Entziindung verglichen. Die IL-10 KO ob/ob-Tiere verloren signifikant an Gewicht
verglichen mit den ob/ob-Tieren, waren aber im Vergleich zu den WT- oder IL-10 KO-
Tieren immer noch adipds. Sowohl die makroskopische als auch die histologische
Entwicklung der Kolitis war in IL-10 KO- und IL-10 KO ob/ob-Tieren vergleichbar. In
Ubereinstimmung damit wurde kein Unterschied in der Produktion von IFNy, IL-6 und
IL-13 in den Uberstiinden der Kolonkultur gemessen. Einzig die Apoptoserate der LPMC
war bei den IL-10 KO ob/ob-Tieren signifikant hoher als bei den IL-10 KO-Tieren.
Zusammenfassend kann hieraus geschlossen werden, dass die Leptin-Defizienz die

spontane Entziindung der IL-10 KO-Tiere nicht beeinflussen kann.
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3 Diskussion

Das Verstdndnis der Interaktion der unterschiedlichen Mediatoren im Netzwerk der
intestinalen Entzlindung ist essentiell fiir die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien.
Mit den vorgelegten Arbeiten kann die Position von IL-18 und Leptin in diesem Netzwerk
definiert werden. Im Folgenden wird dies unter Einbeziehung der eigenen Daten und der
Literatur zunéchst getrennt fiir beide Mediatoren durchgefiihrt. Abschliefend erfolgt eine

gemeinsame Einordnung von Leptin und IL-18 in das Mediatornetzwerk der intestinalen

Entzlindung.

3.1 Interleukin-18 als pro-inflammatorischer Mediator in der intestinalen
Entziindung

3.1.1 Interleukin-18-Neutralisation in der experimentellen Kolitis

Durch die initialen Untersuchungen von vier Arbeitsgruppen konnte sowohl die Relevanz
als auch die zelluldre Quelle von IL-18 in der intestinalen Entziindung definiert werden.
Diese vier Arbeiten und somit die Einordnung von IL-18 in das pro-inflammatorische

Netzwerk sind in Tabelle 2 zusammengefasst und werden im Folgenden ndher erldutert.

Unsere eigene Gruppe untersuchte als erste die Blockade von IL-18 in der experimentellen
intestinalen Entziindung (siehe auch 2.1.7, (151)). Diese resultierte in einer klinischen und
histologischen Reduktion der intestinalen Entziindung, assoziiert mit einer verminderten
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine (151). Diese Arbeit deutete bereits auf eine
entscheidende pro-inflammatorische Mediatorfunktion in diesem Modell hin, weiter

konnte das Kolonepithel als Hauptsyntheseort von IL-18 identifiziert werden.

Kanai und Kollegen verwendeten das Modell der TNBS-induzierten Kolitis. Makrophagen
stellten in diesem Modell den Hauptproduzenten von IL-18 dar (89). Sowohl in IL-18 KO-
Tieren als auch in Miusen, die mit einem IL-18-neutralisierenden Antikérper behandelt
wurden, konnte mit TNBS keine signifikante Kolitis induziert werden. Damit
iibereinstimmend fiihrte eine Depletion der Makrophagen zu einer Protektion im Modell

der TNBS-induzierten Kolitis (89).
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Tabelle 2. Anti-Interleukin-18-Strategien in der experimenteller Kolitis.

Kolitismodell

anti-IL-18
Strategie

Ergebnisse

Referenzen

Dextran-Sodium-
Sulfat

anti-IL-18
Antiserum

¢ IL-18 wird vorwiegend in intestinalen Epithelzellen
exprimiert

* eine Zunahme der intestinalen Entziindung ist mit
einer zunehmenden IL-18-Expression assoziiert

* durch die Neutralisation von IL-18 konnen die
histologischen Entziindungszeichen signifikant
gesenkt werden

¢ nach IL-18-Neutralisation sind die Konzentrationen
von IFNy, IL-18 und TNFa im Kolon signifikant
erniedrigt

(151)

Trinitrobenzen-
Sulfonsdure
(TNBS)

anti-IL-18 Ak*

* JL-18 wird vorwiegend in intestinalen Makrophagen
exprimiert

¢ die Behandlung mit dem anti-Macl-Saporin-Ak
(Makrophagen-depletierender Ak) bzw. mit dem
neutralisierenden Ak gegen IL-18 resultiert in einer
signifikanten Reduktion der histologischen
Entziindung sowie der IFNy-Produktion

* in IL-18 KO-Tieren kann mit TNBS keine signifikante
Kolitis induziert werden

(89)

TNBS

IL-18BPa*

* die Behandlung mit IL-18BPa resultierte in einer
deutlichen Reduktion der histologischen Entziindung

¢  weiter wurde in den mit IL-18BPa behandelten Tieren
eine signifikante Reduktion von TNFa, IL-1p und
IL-6 gezeigt, wohingegen keine Reduktion von IFNy,
IL-10 und IL-4 gemessen werden konnte

(90)

CD62LY CD4"
Transfer-
Modell

lokale Gabe ein
IL-18-
Antisense
mRNA
exprimierenden
Adenovirus

¢ die IL-18-Expression ist begrenzt auf die intestinalen
Epithelzellen, sowie mononukldre Zellen der Lamina
propria

* nach Behandlung zeigte sich eine signifikante
Abnahme der histologischen und endoskopischen
Entziindung

* durch die Antisense-Strategie war die IL-18-Synthese
in der Lamina propria gehemmt

(152)

*IL-18BPa = IL-18 Binding Protein Isoform a; Ak = Antikorper; TNBS = Trinitrobenzen-Sulfonséure
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Ten Hove und Kollegen verwendeten ebenfalls das Modell der TNBS-induzierten Kolitis.
Zur IL-18-Neutralisation wurde jedoch der natiirliche Antagonist das IL-18 ,binding
protein® (IL-18BP) verwendet (90). Das humane /L-18BP-Gen kodiert fiir vier
verschiedene Isoformen (a-d), die durch alternatives mRNA-Splicing generiert werden
(153). Diese Isoformen unterscheiden sich durch ihre Bindungsaffinitit zu IL-18,
ausschliefllich die Isoformen a und c kdnnen IL-18 neutralisierend binden. In der
vorliegenden Studie wurde die Isoform a des IL-18BP appliziert. Durch die Neutralisation
von IL-18 konnte so eine verminderte makroskopische Entziindung assoziiert mit einer
verminderten Konzentration von TNFa, IL-6 und IL-18 im Kolonhomogenisat

nachgewiesen werden (90).

In der zuletzt publizierten Arbeit von diesen initialen Publikationen konnten Wirtz und
Kollegen einen schiitzenden Effekt der IL-18-Neutralisation in dem Transfermodell
nachweisen (152). Die Neutralisation erfolgte durch die lokale Applikation eines
Adenovirus, der eine IL-18-Antisense mRNA exprimiert. Bei diesem Modell werden naive
CD4'CD62L" T-Zellen in scid-Miuse transferiert. Dieses Modell entspricht dem
CD4+CD4SRbhigh-Transfer-Modell, welches einleitend unter /.2.4 detailliert beschrieben
wurde (154). In dieser Studie konnte sowohl die IL-18-Konzentration im Kolon als auch
die histologischen und endoskopischen Entziindungszeichen durch die Adenovirus-

Behandlung signifikant reduziert werden (152).

3.1.2 Das ,, interleukin-18 converting enzyme“ als anti-inflammatorischer

Angriffspunkt in der intestinalen Entziindung

Die Inhibition von IL-18 durch die selektive Blockade von ICE, wie am Beispiel der
ICE KO-Tiere bzw. durch die pharmakologische Inhibition in unseren Arbeiten gezeigt,
stellt aus mehreren Griinden ein attraktives Konzept dar. Wie eingangs geschildert, kann
bei Inhibition von ICE selektiv die Aktivierung von IL-18 und IL-1p gehemmt werden,
wobei unsere Arbeiten zeigen, dass in Bezug auf die intestinale Entziindung die Inhibition
der Aktivierung von IL-18 entscheidend ist, da die selektive Neutralisation von IL-1 durch
den IL-1-Rezeptorantagonisten den Verlauf der Kolitis nicht entscheidend beeinflusst.
Insbesondere im Modell der chronischen DSS-Kolitis konnte in den /CE KO-Tieren keine

Entzlindung nachgewiesen werden (155).
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Diese Befunde werden durch klinisch-experimentelle Daten aus der Gruppe von
McAlindon gestiitzt (115). So fiihrt die Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) von
intestinalen Makrophagen, die aus nicht-entziindetem Kolongewebe isoliert wurden, zu
einer Produktion des biologisch inaktiven pro-IL-18, es kam jedoch nicht zu einer
Aktivierung von ICE (115). Wurden jedoch intestinale Makrophagen von Patienten mit
Morbus Crohn verwendet, so konnte durch LPS-Stimulation /CE aktiviert werden, und es

wurde in der Folge aktives IL-1B sezerniert (115).

Es stehen mehrere ICE-Inhibitoren fiir in vitro- und in vivo-Untersuchungen zur
Verfiigung. Pralnacasan stellt einen oral applizierbaren ICE-Inhibitor dar, der bereits in
Phase I und II klinischen Studien untersucht wurde. Diese zeigen, dass Pralnacasan gut
absorbiert wird und effektive Plasmakonzentrationen erreicht. Die bisherigen
Untersuchungen an Gesunden sowie Patienten mit rheumatoider Arthritis weisen ein
giinstiges Nebenwirkungsprofil auf (156, 157). Unsere eigenen Daten aus der
experimentellen Kolitis (siehe auch 2.1.3) zeigen, dass die Pralnacasan-Behandlung in der
DSS- und TNBS-induzierten Kolitis zu einer signifikanten Reduktion der Entziindung
fiihrt (158, 159). Damit stellt die Suppression von IL-18 durch die orale Applikation von

ICE einen eleganten pharmakologischen Ansatzpunkt dar.

3.1.3 Einordnung von Interleukin-18 in die Effektoranwtort

Unter Zusammenfassung der eigenen Daten sowie der Ergebnisse der Literatur kann die
Position von IL-18 im Netzwerk der intestinalen Entziindung definiert werden,
schematisch ist dies in Abbildung 5 dargestellt. IL-18 wird wédhrend einer Entziindung
sowohl von dem Kolonepithel als auch von Antigen-prisentierenden Zellen vermehrt
exprimiert. Dies fiihrt zusammen mit IL-12 zu einer synergistischen Aktivierung von T-
Zellen und nachfolgend zu einer Hochregulation pro-inflammatorischer Zytokine sowie zu
einer Apoptosesuppression. Durch entsprechende Neutralisation kann die Auspragung der

experimentellen Kolitis signifikant reduziert werden.

Den experimentellen Daten zu Folge sind verschiedenste Strategien zur Suppression von
IL-18 denkbar, beginnend mit neutralisierenden Antikdrpern und der Antisense-
Technologie, liber ICE-Inhibitoren bis hin zu dem physiologischen Antagonisten dem

IL-18BP.
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Damit stellt IL-18 zum einen einen kritischen Mediator in der intestinalen Entziindung dar,

zum anderen bietet es einen neuen therapeutischen Ansatzpunkt in der Behandlung

chronisch entziindlicher Darmerkrankungen.

Antigene, Bakterien

IL-1Ra, IL-18BP,
TGFB, IL-13, IL-18

IL-1, IL-6, IL-8,
TNFa, IL-11,

TNFa, IL-10, IL-12,
IL-18

IL-18
IL-18, TL1A, IL-23, K
IL-27

GefaBendothel
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Abbildung 5. IL-18 als Mediator in
der Effektorantwort. (APC = Antigen
prassentierende Zellen; T = T-Zellen;

N = neutrophile Granulozyten;
PRR = ,pattern recognition
receptor®).



3.2 Leptin als Mediator in der intestinalen Entziindung

Um unter Einbeziehung der Daten aus der Literatur sowie der eigenen Daten Leptin in das
Netzwerk der Mediatoren in der Entziindungsantwort einordnen zu konnen, sollen
zunéchst die bisher publizierten in vivo-Daten zusammengetfasst werden (siehe hierzu auch

Tabelle 3).

Erste Hinweise, dass Leptin auch im Tiermodell viel mehr als einen Regulator von
Nahrungsaufnahme und Stoffwechsel darstellt, zeigte sich in frithen Beobachtungen, dass
adipose OB-Rb-defiziente db/db-Tiere bei Hautallograft-Transplantationen eine
verminderte AbstoBungsreaktion und geringere T-Zellaktivierung in der Milz verglichen
mit WT-Tieren aufwiesen (160). Bei der experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis
(EAE) vermittelt die Leptin-Defizienz ebenfalls einen protektiven Effekt. Es konnte
auflerdem gezeigt werden, dass in diesem Modell aktivierte T-Lymphozyten in den
entziindeten Arealen im Gehirn selber Leptin produzieren (161-163). Ahnliche Resultate
hinsichtlich verminderter Sensibilitdt gegeniiber induzierten Entziindungsreaktionen bei
Leptin-Mangel lieferten auch Untersuchungen in den Modellen zur Immunkomplex-
Nephritis sowie der experimentell durch Clostridium Toxin A-induzierten intestinalen

Entziindung (164, 165).

Leptin-Defizienz vermittelt jedoch nicht nur Protektion gegeniiber entziindlichen
Erkrankungen, sondern kann auch mit einem verminderten Schutz gegeniiber Pathogenen
assoziiert sein. So sind ob/ob-Méiuse anfilliger gegeniiber der durch Klebsiella
pneumoniae vermittelten Pneumonie, dies wird durch eine verminderte Clearance der
Bakterien erklart (141). Ob/ob-Méuse zeigen zudem eine erhohte Mortalitdt nach
systemischer LPS-Applikation (166). Die erhohte LPS-Sensibilitdt kann bislang nicht
schliissig erkldrt werden. In der Zymosan-induzierten Arthritis kommt es bei ob/ob-Tieren

ebenfalls zu einem verzogerten Riickgang der Entziindung (167).
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Tabelle 3. Tiermodelle bei Leptin- bzw. Leptin-Rezeptor-Defizienz

Modell Effekt Referenz
Protektion durch Leptin-Defizienz
Con A-induzierte Hepatitis Leptin-Defizienz und nicht die Adipositas schiitzt vor (143, 168)
der Con A-induzierten Hepatitis
Antigen-induzierte Arthritis Protektion bei Antigen-induzierter Arthritis in ob/ob- (165)
und db/db-Tieren ist mit einer verminderten Antigen
spezifischen T-Zell-Proliferation in vitro assoziiert
Immunkomplex-Nephritis Leptin ist ein notwendiger Mediator fiir die (169)
Immunkomplex-vermittelte Glomerulonephritis
Autoimmunenzephalomyelitis *  Ob/ob-Tiere sind gegen EAE geschiitzt; endogen (161, 162)
(EAE) erhohte Leptinserumkonzentrationen sind mit
einem schwereren Krankheitsverlauf assoziiert
* Fasten (niedrigere Leptinserumkonzentrationen)
verzdgert den Krankheitsbeginn und mildert den
Verlauf
* Leptin wird von aktivierten T-Zellen in den
entziindeten Arealen perineural produziert
DTH* Ausbleiben der verzogerten Immunantwort (170)
Hautallograft supprimierte AbstoBung** (160)
Recallantigen reduzierte Pfotenschwellung nach Injektion** (160)
Kolitis
Dextran-Sulfat-Sodium ob/ob-Tiere sind geschiitzt, dieser Schutz kann durch (87)
TNBS Leptin-Gabe aufgehoben werden.
Transfer-Modell Die Entwicklung der Kolitis ist bei fehlendem Effekt (171)
+ high . . von Leptin auf den OB-Rb deutlich verzogert. Leptin
(CD4 CDASRL™ db/dbin scid) (4 4 1okal von LPMC und MLN synthetisiert.
Clostridium difficile *  ob/ob- und db/db-Tiere sind vor der Clostridium (164)
Toxin A-induzierten intestinalen Entziindung
geschiitzt
*  durch Leptin-Gabe ist diese Protektion bei 0b/ob-
nicht aber bei db/db-Tieren reversibel
Erhohte Sensibilitiit bei Leptin-Defizienz
Endotoxin-induzierter Schock ob/ob-Tiere zeigen eine erhohte Mortalitdt, sowie eine (166, 172)
Einschrinkung der Nierenfunktion
Klebsiella pneumoniae- Leptin-Defizienz ist assoziiert mit einer verzogerten (141)
Pneumonie bakteriellen Clearance

* DTH = verzdgerte Immunantwort (,,delayed type hypersensitivity®)
** diese Versuche wurden mit db/db (=OB-Rb-defizienten) Mausen durchgefiihrt
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3.2.4 Die Leptin-Defizienz, nicht aber die Adipositas, ist fiir die Protektion

verantwortlich

Leptin-defiziente Méuse sind durch den adipdsen Phénotyp charakterisiert. Folglich stellt
sich die Frage, in wieweit die Abwesenheit des Mediators Leptin und nicht die Adipositas
selber fiir die beobachtete Protektion in Entziindungsmodellen verantwortlich ist. Diese
Frage wurde, wie unter 2.2./ beschrieben unter Verwendung des Modells der Con A-

induzierten Hepatitis untersucht.

Die Con A-induzierte Hepatitis stellt ein Tiermodell der Autoimmunhepatitis dar (173).
Con A ist ein Mitogen und induziert somit eine T-Zell-abhdngige Entziindung vom Thl-
Typ (173). Die Blockade von Thl1-Mediatoren, wie z. B. TNFo und IL-18 ist in diesem
Modell mit einem Schutz assoziiert (168, 173-175). Es konnte bereits in fritheren Arbeiten
gezeigt werden, dass ob/ob-Miause im Modell der Con A-induzierten Hepatitis geschiitzt
sind (168). Es wurden durch intravendse GTG-Injektion adipdse Kontrolltiere generiert,
die erhohte Leptin-Serumkonzentrationen aufweisen (176). Die alleinige Protektion der
Leptin-defizienten, nicht aber der adipdsen Kontrolltiere, beweist, dass nicht die
Adipositas, sondern Leptin als pro-inflammatorischer Mediator den kritischen Faktor
darstellt. Dariiber hinaus beweisen die unter 3.2.5 diskutierten Daten der Transferkolitis

einen direkten stimulatorischen Effekt von Leptin auf T-Zellen in der Lamina propria.

In dem Modell der Con A-induzierten Hepatitis konnten weitere erste Hinweise auf den
Effekt von Leptin auf die T-Zellpopulationen gewonnen werden. Wie bereits unter 2.2./
beschrieben, fithrt die Con A-Stimulation in WT nicht aber in ob/ob-Tieren zu einer
Hochregulation von CD69 auf CD3" T-Zellen der Leber. CD69 wird auch ,,very early
activation antigen“, MLR-3 oder Leu-23 genannt und gehort zu der Gruppe der Typ II
transmembranen Glykoproteine mit einer Lectin-bindenden Domine Typ C (29). CD69
kann auf Zellen der hdmatopoetischen Linie induziert werden, wie z. B. T-, B-
Lymphozyten, NK-Zellen, Makrophagen, Neutrophilen sowie Eosinophilen (29). CD69 ist
in diesem Modell aus drei Griinden von besonderem Interesse: (1) Eine erhhte CD69-
Expression ist mit einer T-Zell-Proliferation, einer erhohten NO-, TNFa-, IL-2- und IFNy-
Produktion, sowie einer Neutrophilen-Degranulation und einer Hochregulation der
IL-2Ra-Kette assoziiert (177); (2) CD69 kann durch Leptin direkt induziert werden (178);
(3) Patienten mit chronischer Lebererkrankung weisen einen hohen Anteil an CD69
positiven Zellen in der Leber auf (179). Die Beobachtung, dass CD69 in 0ob/ob-Tieren nach
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Con A-Injektion nicht hoch reguliert ist, deutet darauf hin, dass Leptin eine entscheidende
Rolle in der T-Zellaktivierung spielt. Die fehlende T-Zellaktivierung stellt damit zumindest
einen Teil des Mechanismus dar, der fiir die Protektion in diesem Modell verantwortlich

1st.

In dem Modell der Con A-induzierten Hepatitis konnte weiter gezeigt werden, dass Leptin
einen essentiellen Faktor fiir die Population der NK T-Zellen darstellt. CD1”" Mause,
welche keine NK T-Zellen haben, sind im Modell der Con A-induzierten Hepatitis
geschiitzt (180). NK T-Zellen haben eine ungewoOhnliche Gewebeverteilung und sind
vorwiegend in der Leber zu finden, wobei die physiologische Funktion noch weitgehend
unklar ist (180). In WT-Tieren ist die Con A-induzierte Hepatitis mit einer Hochregulation
von Fas-Ligand und einer nachfolgenden Apoptoseinduktion und damit signifikanten
Reduktion der Population der NK T-Zellen assoziiert (180). In Ubereinstimmung mit
fritheren Studien, konnten wir eine 50%ige Reduktion von NK T-Zellen in der Leber von
ob/ob-Tieren nachweisen (181). Dariiber hinaus resultierte die Con A-Injektion in ob/ob-
Tieren nicht in einer zuséatzlichen Reduktion der NK T-Zellen, wiahrend die GTG-
injizierten Tiere eine der WT-Gruppe vergleichbaren Reduktion dieser Zellpopulation nach
Con A-Injektion aufwiesen (143). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Leptin-Defizienz die
NK T-Zellen in zweifacher Weise beeinflusst: (1) Eine Reduktion der Zahl in der Leber
sowie (2) eine Resistenz dieser Zellpopulation gegeniiber der Con A-Stimulation. Der

Mechanismus, wie Leptin diese Zellpopulation beeinflusst, ist bislang ungekléart.

3.2.5 Leptin-Defizienz bei der intestinalen Entziindung

Leptin als pro-inflammatorischer Mediator in der experimentellen Kolitis

Wie in der Tabelle 3 zusammengefasst, konnte in verschiedenen in vivo-Modellen eine
Protektion fiir die Leptin-defizienten ob/ob-Tiere gezeigt werden (130, 150, 182). Unsere
Arbeiten weisen eine entscheidende pro-inflammatorische Rolle fiir Leptin in der akuten
und chronischen DSS- sowie der TNBS-induzierten Kolitis nach (87). Die Protektion ist
auf die Leptin-Defizienz zuriickzufiihren, da sie im Modell der akuten DSS-induzierten
Kolitis durch Leptin-Substitution in den ob/ob-Tieren aufgehoben werden konnte. Die
korpergewichtsadaptierte Gabe von Leptin in WT-Tieren fiihrte in der DSS-Kolitis in
Bezug auf makroskopische und histologische Parameter zu keiner Zunahme der

Entziindung (87). Im Gegensatz zu diesen Daten konnte im Modell der EAE eine Zunahme
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der Entziindung in Leptin-behandelten WT-Tieren verglichen mit WT-Tieren beobachtet
werden (162, 163). Eine mogliche Erklarung fiir diese widerspriichlichen Befunde konnte
bei IFNy liegen. Wahrend IFNy in der EAE das entscheidende Zytokin darstellt, scheint
dies fiir die DSS-induzierte Kolitis nicht zu zutreffen. So konnte in fritheren Arbeiten
gezeigt werden, dass eine alleinige Blockade von IFNy die DSS-induzierte Kolitis nicht

beeinflussen kann (183, 184).

Das System der Kolonorgankultur bietet die Moglichkeit eine Vielzahl von Zytokinen,
welche aus dem entziindeten Gewebe spontan freigesetzt werden, zu messen (185, 186).
Unter Verwendung dieses Modells konnte bei DSS-exponierten ob/ob-Tieren verglichen
mit DSS-exponierten WT-Tieren signifikant niedrigere Konzentrationen von IFNy, TNFa
und IL-18 gemessen werden. Experimentelle Daten zeigen, dass jedes der genannten
Zytokine zu der intestinalen Entziindung beitrdgt (39, 187-189). Die Produktion der
Chemokine ,,macrophage inflammatory protein-2“ (MIP-2) und ,macrophage
inflammatory protein-la* (MIP-1a) war in der DSS- und TNBS-induzierten Kolitis bei
ob/ob-Tieren beinahe vollstindig supprimiert. Damit {ibereinstimmend konnte in WT-
nicht aber in ob/ob-Tieren nach Kolitis-Induktion eine Neutrophilen-Infiltration
nachgewiesen werden. In Bezug auf die Zytokinsynthese stellt Leptin einen wesentlichen
Mediatoren dar, der fiir die Induktion pro-inflammatorischer Zytokine mit verantwortlich

ist. Zusétzlich kommt es in Abhéngigkeit von Leptin zu einer Neutrophilen-Infiltration.

Mehrere Arbeiten aus der Literatur deuten darauf hin, dass eine Apoptose-Induktion in der
entziindeten Mukosa mit einem anti-inflammatorischen Effekt assoziiert ist (190). Im
Menschen konnte gezeigt werden, dass normale LPMC eine erhdhte Sensibilitit gegeniiber
Fas-abhédngiger Apoptose-Induktion aufweisen, wohingegen LPMC von Patienten mit
Morbus Crohn gegeniiber multiplen apoptotischen Signalwegen resistent sind (190). Es
konnte bereits in fritheren Arbeiten eine erh6hte Apoptoserate fiir Thymozyten von ob/ob-
Tieren nachgewiesen werden (191). In der vorliegenden Arbeit zeigen LPMC isoliert aus
ob/ob-Tieren sowohl im DSS- als auch im TNBS-Modell verglichen mit WT-Tieren eine
erhohte Apoptoserate. Da Apoptose einen entscheidenden Mechanismus bei der
Eliminierung autoreaktiver T-Zellen im Kolon darstellt, konnte die hohe Apoptoserate

signifikant zu der beobachteten Protektion beitragen (190).
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Rolle von Leptin als T-Zellstimulus in der intestinalen Entziindung

Die Resistenz der ob/ob-Tiere im Modell der TNBS-induzierten Kolitis deutet auf einen
entscheidenden T-Zell-stimulierenden Effekt von Leptin hin. Zur genauen
Charakterisierung, ob es sich hierbei um einen direkten oder um einen indirekten Effekt
auf T-Zellen handelt, wurde das CD4 CD45Rb" " Transfer-Modell der Kolitis eingesetzt.
Es wurden CD4'CD45Rb"¢"-Zellen aus OB-Rb-defizienten db/db-Tieren in scid-Miuse
transferiert und mit WT-Rezipienten verglichen. Damit ist eine Leptin-Stimulation dieser
T-Zellpopulation im Falle der db/db-Rezipienten nicht moglich. In den unter 2.2.3
beschriebenen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass nach Transfer von
CD4'CD45Rb"e"-Zellen aus db/db-Tieren nach vier Wochen keine Kolitis nachweisbar
war, wohingegen WT-Rezipienten eine makroskopische und histologische Kolitis
aufwiesen. Interessanterweise war nach acht Wochen kein Unterschied zwischen den
genannten Gruppen. Aus dieser Beobachtung kann geschlossen werden, dass der Leptin-
Signalweg iiber den OB-Rb fiir die Generation der krankheitsinduzierenden T-Zellen nicht
erforderlich ist, aber signifikant zu dem Ausmall der Aggressivitidt der transferierten
T-Zellen beitrdagt (171). Dartiber hinaus ist der OB-Rb nicht erforderlich fiir Migration der
transferierten T-Zellen in die intestinale Mukosa sowie fiir die Differenzierung in CDS8"-
Zellen. D. h. nach Transfer in eine ,,normale* Umgebung entwickeln sich die Zellen zu
einer dem WT vergleichbaren krankheitsinduzierenden Zellpopulation, sie bendtigen nur

eine langere Zeitspanne.

Db/db-Tiere haben erhohte Kortisol-Serumkonzentrationen, es ware daher denkbar
gewesen, dass das alleinige Priming der Zellen in den Spendertieren durch die erh6hten
Kortisol-Serumkonzentrationen fiir die beobachtete Protektion verantwortlich ist. Durch
Transfer von CD4'CD45Rb"&"-Zellen aus WT-Donortieren mit erhhten Kortisol-
Serumkonzentrationen, bei denen kein Unterschied zu den WT-Tieren nachweisbar war,
konnte diese Moglichkeit ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit Daten, die kiirzlich von Myokoniatis und Kollegen publiziert
wurden und zeigen konnten, dass durch Adrenalektomie die Resistenz von ob/ob-Tieren

gegeniiber Clostridium Toxin-induzierter Kolitis nicht beeinflusst werden kann (164).

Vergleichbar mit den Beobachtungen im Modell der DSS- bzw. der TNBS-induzierten
Kolitis konnte in den ersten vier Wochen des Transfer-Modells in den db/db- verglichen

mit den WT-Rezipienten eine erhohte Apoptoserate nachgewiesen werden. Dieser

-41 -



Unterschied war jedoch nach acht Wochen nicht mehr nachweisbar. Mit den beschriebenen
Befunden iibereinstimmend war die Freisetzung der pro-inflammatorischer Zytokine IFNy,
IL-6, IL-18 und MIP-2 wihrend der frithen Erkrankung in db/db-Rezipienten signifikant
reduziert, es konnte jedoch kein Unterschied beziiglich der anti-inflammatorischen
Zytokine 1L-10, IL-4 und TGF-8 gemessen werden. Das bedeutet wiederum, dass der
Schutz in den ersten vier Wochen nicht auf eine generelle Reduktion der
Zytokinproduktion zuriickgefithrt werden kann, sondern vielmehr auf eine selektive
Minderproduktion der pro-inflammatorischen Zytokine. Vergleicht man frisch isolierte mit
anti-CD3 stimulierten CD4'CD45Rb"-Zellen von WT- und db/db-Tieren, so produzieren
die Zellen von db/db-Tieren signifikant weniger IFNy verglichen mit Zellen aus WT-
Tieren. Nach Kostimulation mit anti-CD3 und anti-CD28 war zwischen den beiden
Gruppen kein Unterschied mehr festzustellen, dies ldsst auf einen moglichen Defekt in
einem kostimulatorischen Signalweg schliefen. Weiter konnte in mehreren Kolitis-
Modellen eine Rolle fiir den Thl-induzierenden Transkriptionsfaktor 7-bet gezeigt werden
(78). T-bet-defiziente Zellen produzieren signifikant weniger IFNy und kénnen im
Transfermodell keine Kolitis induzieren. Sie zeigen damit Eigenschaften, die den db/db-
Zellen dhneln. Wir konnten jedoch zeigen, dass kein Unterschied in der 7-bet-Expression
zwischen CD4'CD45Rb"¢"-Zellen von db/db- und WT-Tieren nachzuweisen ist (78).
Zusammenfassend, kann aus diesen Untersuchungen geschlossen werden, dass die lange
Isoform OB-Rb in dem Modell der chronische Thl-vermittelten Kolitis eine entscheidende

regulatorische Funktion beziiglich der T-Zellaktividt einnimmt.

3.2.6 Lokale Leptin-Produktion im entziindlichen Infiltrat

In dem Modell der Transferkolitis konnten wir weiter zeigen, dass sowohl LPMC aus dem
Kolon als auch Lymphozyten isoliert aus den drainierenden mesenterialen Lymphknoten
Leptin produzieren, wohingegen dies bei Zellen, die aus gesunden Tieren isoliert wurden
nicht nachweisbar war (171). Eine lokale Leptin-Produktion in einem inflammatorischen
Infiltrat konnte bereits im Modell der EAE von der Arbeitsgruppe um Matarese in
perineuralen entziindlichen Lymphozyten im Gehirn nachgewiesen werden (161). Unklar
bleibt jedoch, welche Relevanz dieses von Lymphozyten gebildete Leptin in dem
inflammatorischen Prozess einnimmt. Zur Publikation eingereichte Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe konnen diese Frage beantworten. Es wurde wiederum das Transfer-Modell
eingesetzt, jedoch diesmal CD4'CD45Rb"€"-Zellen von WT oder Leptin-defizienten
ob/ob-Tieren in immundefiziente scid-Tiere transferiert. D. h. im Falle der ob/ob-
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Rezipienten, ist die transferierte T-Zellpopulation nicht in der Lage Leptin zu produzieren.
Sowohl makroskopisch, als auch histologisch konnte nach dem Transfer kein Unterschied
zwischen WT- und ob/ob-Rezipienten nachgewiesen werden. Ebenso zeigten beide
Gruppen ein vergleichbares Zytokinprofil sowie Apoptoserate in der Population der
LPMC. Diese Ergebnisse beweisen, dass das von Lymphozyten gebildete Leptin nicht
entscheidend zu dem entziindlichen Prozess beitrdgt. Diese Befunde setzen das Fettgewebe
als Hauptproduzent von Leptin in ein neues Blickfeld in der Regulation des

Immunsystems.

Die Leptin-Defizienz bietet keinen Schutz in der spontanen intestinalen Entziindung der

IL-10 KO-Maus

Wie oben ausgefiihrt, spielt Leptin in der DSS-, TNBS- sowie der Transferkolitis eine
kritische pro-inflammatorische Rolle (87, 171). Die Rolle von Leptin in spontan
entstehenden Entziindungen ist bislang nicht untersucht. Es existiert eine einzige Studie in
dem ,,nonobese diabetic* Modell des Typ I Diabetes in der Maus, wo die exogene Leptin-
Gabe die Zerstorung der Insulin-produzierenden p-Zellen beschleunigt, assoziiert mit einer

Zunahme der IFNy-Produktion (192).

IL-10 KO-Maiuse entwickeln spontan eine chronisch intestinale Entziindung, welche durch
CD4" T-Zellen vermittelt und in den ersten Wochen mit einer gesteigerten Th1-Antwort
und in der spdten Phase durch eine zunehmende Th2-Antwort charakterisiert wird (94,
193). Da die Kolitis der IL-10 KO-Maus durch aktivierte T-Zellen sowie Zytokine
induziert wird, die auch durch Leptin reguliert werden, wurden Leptin-defiziente
IL-10 KO-Tiere (IL-10 KO o0b/ob) generiert und die Kolitisentwicklung im Verlauf
untersucht. Wie unter 2.2.4 zusammengefasst zeigte sich hierbei, dass die Leptin-Defizienz
den Verlauf der spontanen Kolitis in der IL-10 KO-Maus nicht beeinflussen kann (194).
Ebenso war der krankheitsassoziierte Gewichtsverlust nicht abhdngig von Leptin. Diese
Beobachtungen stimmen mit fritheren Ergebnissen iiberein, wo gezeigt werden konnte,
dass durch die Gabe von Endotoxin, TNFa oder IL-1 auch in 0ob/0ob und db/db-Tieren eine
Anorexie induziert werden kann (195, 196). Die reduzierte Zytokinproduktion in 0b/ob-
Tieren ist meist assoziiert mit einer Protektion in dem verwendeten Tiermodell, daher ist es
schwierig zwischen einem priméren Effekt von Leptin auf die Zytokinsynthese und einem
sekundédren Effekt als Folge einer verminderten Entziindung zu unterscheiden. In der
vorliegenden Arbeit sind die Konzentrationen von IFNy, IL-6 und IL-13 in den
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IL-10 KO o0b/ob- gegeniiber den IL-10 KO-Tieren unverdndert, folglich ist die
Anwesenheit von Leptin nicht notwendigerweise fiir die Synthese dieser Zytokine
erforderlich. Es konnte bereits in fritheren Arbeiten gezeigt werden, dass der Effekt von

Leptin auf die Zytokinproduktion ganz wesentlich von dem verwendeten Stimulus abhingt

(87, 168, 197, 198).

Die Tatsache, dass IL-10 KO 0b/ob-Tiere eine den IL-10 KO-Tieren vergleichbare Kolitis
entwickeln, ist kontrdr zu den bisherigen Daten, bei denen ob/ob-Tiere in verschiedenen
Modellen der intestinalen Entziindung geschiitzt waren (87, 171). Die IL-10 KO-Maus
unterscheidet sich von den anderen Modellen durch einen spontanen Barriere- und
Toleranzverlust gegeniiber der intestinalen Flora (199). Unsere Daten zeigen, dass bei
Fehlen beider Mediatoren, der ,.knockout* des anti-inflammatorischen Zytokins und der
damit assoziierte Toleranzverlust gegeniiber der intestinalen Flora dominiert und durch die

Abwesenheit von Leptin nicht kompensiert werden kann.

3.2.7 Leptin bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen beim Menschen

Bei dem Versuch eine Assoziation zwischen Leptin und chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen herzustellen, lag bislang der Fokus auf einer mdglichen Rolle von
Leptin hinsichtlich der bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen auftretenden
Anorexie. Wihrend in Ratten bei TNBS-induzierter Kolitis erhdhte Leptin-
Serumkonzentrationen gefunden wurden (200), gelang ein entsprechender Nachweis in
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen bis vor Kurzem nicht (201,
202). In einer kiirzlich publizierten Studie konnte allerdings bei Patienten mit Colitis
ulcerosa mit entziindlicher Aktivitit eine erhohte Leptin-Serumkonzentration
nachgewiesen werden (203). Zu bedenken ist, dass Adipozyten den Hauptproduzenten von
Leptin darstellen. Bei Morbus Crohn sind VergroBerungen des Fettgewebes um die von der
Erkrankung betroffenen Darmabschnitte beschrieben (150, 204). In diesen Abschnitten
konnte bei Patienten mit Morbus Crohn eine erhohte Expression von Leptin und TNFa
nachgewiesen werden (204). Dies konnte auf eine lokale Interaktion von Leptin der

Adipozyten mit Lymphozyten der lokalen Lymphknoten bzw. der Darmwand hindeuten.
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3.2.8 Einordnung von Leptin in die Effektoranwtort

Leptin wurde urspriinglich als Hormon beschrieben, welches zentral im Hypothalamus
eine appetitregulierende Funktion ausiibt. Die vorgelegten Arbeiten bestitigen funktionelle
Daten der Literatur, aufgrund derer Leptin als Zytokin klassifiziert werden sollte und an
der Regulation des Immunsystems beteiligt ist. Entscheidend ist hierbei, dass unsere
eigenen Arbeiten aus dem Transfermodell zeigen, dass nicht der zentrale Effekt von
Leptin, sondern die direkte Aktivierung von T-Zellen fiir diese Verdnderungen

verantwortlich ist.

Aus den Ergebnissen kann die Rolle von Leptin in der Effektorantwort der intestinalen
Entziindung wie folgt zusammengefasst und in Abbildung 6 schematisch dargestellt
werden. Das fiir die Entziindung relevante Leptin wird von Adipozyten gebildet und hat
lokal unterschiedliche Auswirkungen. Leptin stimuliert primér T-Zellen, die nachfolgend
eine vermehrte Sekretion pro-inflammatorischer, nicht aber anti-inflammatorischer
Zytokine aufweisen. Diese Effekte sind assoziiert mit einer Inhibition der Apoptose sowie
einer gleichzeitigen Aktivierung der T-Zellen. Vermutlich sekundidr kommt es zu einer

Leptin-vermittelten Infiltration von neutrophilen Granulozyten.

Die hier durchgefiihrten Arbeiten mit Leptin stellen im Gegensatz zu IL-18 sicherlich
keinen therapeutischen Ansatzpunkt dar. Leptin kann in der intestinalen
Entziindungsantwort aber eine entscheidende pro-inflammatorische Funktion
zugeschrieben werden, die auf eine kritische Interaktion zwischen Fettgewebe und
Immunsystem hindeutet. Die genauen Charakterisierungen dieser Interaktionen stellen die

aktuellen Forschungsbemiihungen unserer Arbeitsgruppe dar.
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Abbildung 6. Leptin als Mediator in der intestinalen Entziindung. (APC = Antigen-priasentierende Zelle;
T = T-Zelle; N = neutrophile Granulozyten; PRR =, pattern recognition receptor®).
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4 Zusammenfassung

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen stellen multifaktorielle Krankheitsbilder dar.
Im Mittelpunkt der Erkrankungen steht die Dysregulation des mukosalen Immunsystems
ausgelost durch bestimmte Umweltfaktoren bei vorliegender genetischer Pradisposition.
Bei dieser Entziindungsreaktion wirkt ein komplexes Mediatornetzwerk auf so genannte
Effektorzellpopulationen, deren Stimulation wesentlich fiir die beobachteten
Verdnderungen verantwortlich ist. Fiir das Verstindnis der Krankheitsbilder ist es
essentiell sowohl den Syntheseort als auch die Effektorzellen der einzelnen Mediatoren zu
identifizieren. Somit kdnnen zum einen die Interaktionen der einzelnen Zellpopulationen
besser verstanden werden, zum anderen werden mdgliche Kandidaten fiir therapeutische

Interventionen identifiziert.

Mit der vorliegenden Habilitationsschrift sind zwei dieser Mediatoren in vivo mit Hinblick
auf die oben genannten Punkte charakterisiert und ihre Relevanz in dem Mediatornetzwerk
identifiziert worden: Zum einen der Interferon-y-induzierende Faktor IL-18, ein Zytokin
der IL-1-Superfamilie, zum anderen Leptin, ein Hormon, welches aber aufgrund
struktureller und funktioneller Eigenschaften als Zytokin eingeordnet werden kann. Bei
beiden Mediatoren existierten Daten in der Literatur, die auf eine mogliche Rolle in der
intestinalen Entziindung hingewiesen haben. Fiir IL-18 war sowohl in vivo als auch in vitro
ein Synergismus mit IL-12 vorbeschrieben, einem Zytokin dessen Blockade sowohl im
Tiermodell der experimentellen Kolitis als auch bei Morbus Crohn effektiv ist. Weiter
waren erhohte Konzentrationen fiir IL-18 in entziindlichen Lésionen bei Patienten mit
Morbus Crohn gezeigt. Von Leptin war vorbeschrieben, dass es in vifro pro-
inflammatorische Zytokine induzieren kann, aber auch, dass Leptin-defiziente Tiere in
anderen Entziindungsmodellen, wie der Kollagen-induzierten Arthritis und der

Autoimmunenzephalomyelitis geschiitzt sind.

Um die funktionelle Relevanz in vivo charakterisieren zu konnen, wurden entweder
Neutralisationsversuche durchgefiihrt oder aber knockout-Tiere untersucht. Fiir IL-18
konnte zundchst analog zu der Situation bei Patienten mit Morbus Crohn eine vermehrte
Expression von IL-18 in Abhdngigkeit vom Schweregrad der intestinalen Entziindung
beobachtet werden. Als Hauptsyntheseorte wurden das Kolonepithel sowie die
Gewebemakrophagen identifiziert. Die Neutralisation mittels eines polyklonalen

Antikorpers fiihrte makroskopisch und histologisch zu einer Suppression der Entziindung.
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Dies war assoziiert mit einer verminderten Produktion pro-inflammatorischer Zytokine,
einer verminderten T-Zellaktivierung sowie eine Induktion von Apoptose in den
Lymphozyten der Lamina propria. IL-18 wird also in der Entziindungsreaktion von lokalen
Zellen, dem Kolonepithel und den Gewebemakrophagen freigesetzt und iibt dann einen
synergistischen pro-inflammatorischen Effekt insbesondere auf T-Zellen aus, assoziiert mit
einer Sekretion pro-inflammatorischer Mediatoren sowie einer anti-apoptotischen

Wirkung.

Vergleichbare Effekte konnten fiir Leptin nachgewiesen werden, auch wenn einige
entscheidende Unterschiede zwischen den beiden Mediatoren bestehen. So sind Leptin-
defiziente Tiere in den Modellen der DSS- und der TNBS-induzierten Kolitis geschiitzt.
Aufgrund des adipésen Phéanotyps wurde zunéchst ausgeschlossen, dass der Phéanotyp
selber fiir die beobachtete Protektion verantwortlich ist. So konnte in der DSS-induzierten
Kolitis die Protektion durch addquate Leptin-Substitution in den Leptin-defizienten Tieren
aufgehoben werden. Leptin-defiziente Mause wiesen eine verminderte T-Zellaktivierung in
der Lamina propria, eine Suppression der pro-inflammatorischen Zytokine sowie eine
verminderte Infiltration neutrophiler Granulozyten auf. Grundsétzlich scheint also Leptin
eine dhnliche Position in der intestinalen Entziindungskaskade einzunehmen wie IL-18,
doch war zunéchst unklar, ob der Effekt von Leptin wirklich direkt T-Zell-vermittelt ist,
oder ob es sich hierbei um einen sekunddren Effekt handelt. Unter Einsatz des
Transfermodells der Kolitis konnte diese Frage beantwortet werden. Bei dem Transfer von
krankheitsinduzierenden T-Zellen aus Leptin-Rezeptor-defizienten Tieren, war nach vier
Wochen keine Kolitis zu erkennen, diese entwickelte sich nur sehr verzogert. Das bedeutet,
Leptin stellt einen wesentlichen kostimulatorischen Faktor fiir die T-Zellaktivierung in der
intestinalen Entziindung dar. Erstmals konnte in den Arealen der Entziindung auch im
Gewebe eine lokale Leptin-Synthese durch Lymphozyten nachgewiesen werden.
Transferiert man jedoch krankheitsinduzierende T-Zellen aus Leptin-defizienten Tieren, so
kann bewiesen werden, dass dieses T-Zell-produzierte Leptin fiir den Entziindungsprozess

nicht von Bedeutung ist.

Welche Konsequenzen konnen aus der Einordnung der Mediatoren in das Netzwerk
gezogen werden? Hier unterscheiden sich die beiden Mediatoren. Bei IL-18 wurde, wie
bereits in den Daten dieser Arbeit vorgelegt, durch den Einsatz spezifischer ICE-

Inhibitoren, die die Aktivierung des inaktiven IL-18-Vorlauferproteins verhindern, ein
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moglicher therapeutischer Ansatzpunkt untersucht. Diese Inhibitoren befinden sich bereits
in klinischen Studien fiir rheumatoide Arthritis und stellen somit eine nahe liegende

Interventionsstrategie bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen dar.

Fiir Leptin konnten Adipozyten als Hauptproduzenten identifiziert werden und T-Zellen
der Lamina propria als Effektorpopulation. Aufgrund der vielseitigen Wirkungen von
Leptin erscheint eine systemische Neutralisation als therapeutische
Interventionsmoglichkeit nicht geeignet. Interessanterweise konnte jedoch bei Patienten
mit Morbus Crohn eine Vermehrung des mesenterialen Fetts mit Hochregulation der
entziindlichen Mediatoren gezeigt werden. D. h. die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit
deuten auf eine kritische Interaktion zwischen Fettgewebe und Immunsystem hin. Weitere
Arbeiten werden diese Verkniipfungen und ihre Relevanz im Entziindungsprozess néher

beleuchten.
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