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EINLEITUNG

1.1 Allergische Reaktionen

Eine allergische Reaktion (Allergie) ist gekennzeichnet durch eine unangemessene
Uberempfindlichkeit des Immunsystems auf korperfremde, dennoch unschadliche Substanzen
(Allergene), die keine Bedrohung fur den menschlichen Kérper darstellen.

Ursprung des Begriffes Allergie sind hierbei die altgriechischen Worter allos (= fremd) und
érgon (= die Reaktion). Bereits Anfang des zwanzigstens Jahrhunderts wurde das Phdnomen
dieser unangemessenen Reaktion des Immunsystems von C. Pirquet beschrieben und 1963 von
P. Gell und R. Coombs in vier unterschiedliche Typen aufgrund ihrer pathophysiologischen

Mechanismen klassifiziert® 2 .

1.1.1 Systematik der allergischen Reaktionen

Die Einteilung der vier Typen (I-1V) der Hypersensitivitat wurde nach den Pathomechanismen
vorgenommen. Drei sind hierbei dem humoralen Zweig des Immunsystems zugehdrig und
werden durch Antikdrper oder Antigen-Antikorper Komplexe vermittelt. Die Abwehrreaktion
auf Allergene kann kurz nach dem Kontakt mit dem Allergen einsetzen oder erst nach einiger
Zeit auftreten. Man spricht deshalb von einer Sofort — bzw. einer Spéttypreaktion?®.

Der Sofort-Typ | ist der am weitesten verbreitete und auch bekannteste Typ. Der Erstkontakt
flhrt zu einer asymptomatischen Sensibilisierungsphase, bei dem Immunglobulin E (IgE)
produzierende B-Zellen gebildet werden. Die IgE-Antikdrper binden dann unter anderem an
die a-Kette des hochaffinen IgE-Rezeptors (FceR1) auf Mastzellen. Bei erneutem Kontakt des

Organismus mit demselben Allergen werden die Antigene innerhalb von Minuten von den IgE
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besetzten Mastzellen erkannt. Es entsteht eine Kreuzvernetzung der FceR 1-Rezeptoren und die
Freisetzung verschiedener Entziindungsmediatoren, wie zum Beispiel (z.B.) Histamin, die zu
einer Erweiterung der Blutgefdle (Rotung der Haut), Erhohung der Permeabilitat der
Zellmembranen fur Wasser und Plasmaproteine (Schwellung und Bléaschenbildung) oder
Kontraktion der glatten Muskulatur (Bronchospasmus, Koliken) fiihren und so die bekannten
Allergiesymptome, wie beispielsweise Heuschnupfen, Urtikaria und allergisches Asthma,
verursachen®>.

Die zytotoxische Reaktion (Typ II) ist IgM- oder IgG-vermittelt und opsonisiert
korperzellgebundene Antigene. Durch die gebildeten Immunkomplexe wird die Aktivierung
des Komplementsystems ausgeldst und setzt zytotoxische Substanzen frei, die die Zelle
schlieBlich lysieren. Zu den zytotoxischen Reaktionen gehort die Transfusionsreaktion
(Blutgruppenunvertraglichkeit) oder die  Uberempfindlichkeitsreaktionen  gegeniiber
Medikamenten (z.B. Hamolytische Andmie durch Phenacetin)®.

Die Typ Il Reaktion entsteht durch die Bildung von IgG-Antikorper an I6sliche Antigene. Die
Bildung der Antigen-Antikorper Immunkomplexe fuhrt zu einer Anlagerung an korpereigene
Korperzellen, wie z.B. den GefalRwénden. Dadurch wird die Komplementkaskade aktiviert,
wodurch u.a. Neutrophile angelockt und gewebeschadigende Enzyme freigesetzt werden, die
auch korpereigene Gewebe angreifen und zerstoren. Allergien von diesem Typus sind verzogert
und treten erst nach Stunden oder in manchen Fillen erst nach ein paar Tagen auf®. Ein
typisches Beispiel fur diesen Allergietyp ist die Vaskulitis oder Serumkrankheit.

Die Typ IV Reaktionen sind zelluldr bedingt und werden somit nicht durch Immunglobuline,
sondern durch T-Zellen vermittelt (Spat-Typ). Sie wird als eine Spat-Typreaktion bezeichnet,
da klinische Symptome erst nach 24-72 h auftreten. Sie beinhalten die Tuberkulinreaktion, die

TransplantatabstoRung und die allergische Kontaktdermatitis’.

1.1.2 Die allergische Kontaktdermatitis und das murine Modell der
Contact Hypersensitivity (CHS)

Die Pravalenz mit der ein allergisches Kontaktekzem in der Allgemeinbevoélkerung auftritt,
liegt bei 15-20 % (1,7-7 Falle pro 1000 Einwohner in Deutschland)’-°. Patienten beschreiben
die Symptome an den Stellen der Haut, an denen der auslésende Stoff mit der Haut in Kontakt
getreten ist, mit einer entzlindlichen Reaktion, die sich mit Rotungen, Schwellung und
Blasenbildung duflert. Um eine Kontaktallergie nachzuweisen und den ausldésenden Stoff

ausfindig zu machen, wird in Menschen der Epikutantest verwendet!!. Hierbei werden die zu
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testenden Stoffe stark verdinnt in Testkammern auf die gesunde Rickenhaut aufgebracht. Die
Ablesung und Beurteilung erfolgt dann nach 48-72 h. Bis sich eine allergische Reaktion jedoch
Klinisch sichtbar aufert, haben die betroffenen Personen zundchst eine asymptomatische
Sensibilisierungsphase (Induktionsphase) durchlaufen. Diese Phase kann im Menschen
mehrere Tage bis Monate andauern bis bei erneutem Kontakt ein allergisches Kontaktekzem
ausgelost wird. Diese Phase wird dann als Auslosephase (Effektorphase) bezeichnet. Da eine
wiederholte Exposition mit Kontaktallergenen oft berufsbedingt entsteht, und die einzig
effektive TherapiemaRnahme die strikte Vermeidung des Stoffes beinhaltet, ist die allergische
Kontaktdermatitis eine der héaufigsten Berufserkrankungen und hat einen erheblichen
sozioGkonomischen Einfluss auf die westlichen Industrielander”.

Die allergische Kontaktdermatitis wird hauptséchlich durch Haptene induziert. Haptene sind
kleine niedermolekulare Substanzen (< 500 Dalton), die aufgrund ihrer kleinen GréRe und
lipophilen Eigenschaften die Haut durchdringen konnen. Alleine sind Haptene nicht
immunogen, doch da die meisten Haptene elektrophile Molekule sind, binden sie kovalent mit
den Nukleophilen eines Proteins'® 13, Erst durch Bindung mit einem korpereigenen Protein
(Hapten-Carrier-Komplexe) werden sie zu einem vollstindigen Antigen, das vom
Immunsystem erkannt werden kann'? 4. Diese Eigenschaft einer chemischen Substanz
charakterisiert ein Hapten und so ein potentielles Kontaktallergen. Es existieren rund 3000
Kontaktallergene®®. Als Beispiele sind Nickel, Duftstoffe (Perubalsam), Kobalt und
verschiedene Biozide zu nennen. Aber auch halogenierte Nitrobenzole wie z.B. TNCB (2,4,6-
Trinito-1-Chlorbenzol) und DNFB (1-Fluro-2,4-dinitrobenze)'® . Diese finden Verwendung
in dem murinen Modell der ,,Contact Hypersensitivity* (CHS), dass das murine Modell zur
allergischen Kontaktdermatitis und eine T-Zell-vermittelte Reaktion darstellt (Abb. 1). Sie
dient zur Aufklarung der Pathophysiologie. Fir die Sensibilisierung werden die Mause 1-2 X
mit einer hohen Dosis eines Kontaktallergens und anschlieRend mit einer geringeren Testdosis
behandelt.

Die in der Haut angesiedelten Langerhanszellen (LC) gehdren zu den dendritischen Zellen und
bilden ein Netzwerk in der Haut'®. Da sie in der Haut angesiedelt sind, stellen sie, wenn
Pathogene und auch Kontaktallergene die Hornschicht der Haut durchquert haben, die erste
Barriere fir diese exogenen ,,Gefahrenstoffe* dar'® '°. LC, aber auch dermale dendritische
Zellen (dDCs) nehmen die Hapten-Carrier-Komplexe auf und prozessieren diese?® 2,
Zusatzlich gehen sie, durch den Einfluss verschiedener proinflammatorischer Interleukine (IL)-
la, IL-12 und Tumornekrosefaktor (TNF-)-a, von einem ruhenden in einen aktivierten Zustand

als antigenprasentierende Zelle (APC) Uber und présentieren die prozessierten haptenisierten
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Peptidbestandteile Giber den Histokompabilitdtskomplex der Klasse | (MHC-1) und MHC Il auf
der Zelloberfliache'? 22, Wahrend dieser Zeit migrieren die LC und dDC von der Haut zu den
Haut-Drainierenden LK und présentieren dort die Peptide der haptenisierten Proteine den T-
Zell Rezeptor der naiven T-Zellen (Signal 1)%. Dieser erste Kontakt ist auBerdem abhangig und
Adhasionsmolekilen (z.B. Inducible Costimulator (ICQOS)), intracellular adhesionmolecule-1
(ICAM-1), aber auch kostimulatorischen Molekiilen (z.B. CD80 (B7-1)) und CD86 (B7-2)),
die vermehrt auf den aktivierten APC exprimiert werden (Signal 2)!? 24, Dies fihrt zu einer
Aktivierung von vorwiegend zytotoxische CD8* Zellklone Diese Differenzierung ist abhangig
von Zytokinen, die wahrend der APC — T-Zell-Interaktion freigesetzt werden (IL-12, INF-y und
IL-2) (Signal 3)'% 24, CD4* T-Zellen regulieren die Auspragung des Ekzems hierbei iiber die
Zytokine IL-4 und 1L-10?%°.

Neben IFN-y und IL-2 wurde dem Zytokin IL-17 auch eine Rolle zugesprochen?*. Zunachst
wurden in menschlichen Zellen T-Zell-Klone identifiziert, die in einer Kontaktallergie
geprimed auf Nickel 1L-17 freisetzten?®. Dies wurde in einem murinen Modell bestitigt, indem
beobachtet werden konnte, dass IL-17 Knock-out M&use eine abgeschwachte Form der CHS
ausbilden?’. Weitere Versuche zeigten, dass es sich dabei um IL-17 produzierende CD8" T-
Zellen handelt, die neben den bekannten INF-y CD8" T-Zellen zu der Entstehung einer CHS
beitragen?®. Diese aktivierten T-Zellen proliferieren in den LK und differenzieren zu
Gedachtnis T-Zellen, die (ber die efferenten Lymphbahnen in die Zirkulation auswandern und

durch das Gewebe patrouillieren®?.

Kontakthypersensibilisierung (CHS)
Induktionsphase Effektorphase

Mast cell

Hautdrainierende
Lypmphknoten

Abbildung 1: Schematische Darstellung der murinen Kontakthypersensibilisierung (CHS).
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Erst der wiederholte Kontakt mit dem Allergen flihrt zu der sogenannten Auslésephase (auch
Effektorphase genannt). Die im Gewebe vorhandenen Geddachtnis-T-Zellen werden aktiviert
und migrieren zu der Stelle, an der das Hapten mit der Haut erneut in Kontakt getreten ist. Dies
auBert sich mit einer zytotoxischen CD8* (Tcl1) Zell-Antwort, bei der proinflammatorische
Zytokine wie INF-y und IL-2 aber auch 1L-17 im Vordergrund stehen® 12252829 \/on CD4* T-
Zellen sezernierte Zytokine, wie IL-4 und IL-10, regulieren die Auspragung der allergischen
Reaktion®. Aufgrund der proinflammtorischen Zytokinausschiittung kommt es zu einer lokalen
Einwanderung von Granulozyten, Mastzellen, Makrophagen und Eosinophilen, die sich
klinisch als Ekzem mit Rétung, Juckreiz und Blasenbildung duRert™.

Aktuelle Publikationen zeigen, dass innerhalb der ersten 24 h nach der Ausldsephase eine
Clusterbildung von dDCs und T-Zellen entsteht, die fiir die T-Zell-Reaktion wichtig sind® %2,
Hierbei wurde deutlich, dass zundchst Makrophagen in der perivaskuldren Zone auf IL-1a,
welches von den Keratinozyten nach Allergenstimulus ausgeschttet wird, reagieren. Dies fiihrt
zu einer erhohten Expression des Chemokin Liganden CXCL-2 aus den Makrophagen. dDC
exprimieren den CXC Rezeptor 2 (CXCR 2) und reagieren auf das CXCL-2 der Makrophagen,
indem sie zu den perivaskuldren Zonen migrieren, wodurch die Chemokin-Expression weiter
induziert wird und eine Cluster Bildung von dDCs entsteht®> 33, CD8* T-Zellen werden zu den
dDC-Clustern rekrutiert und es entsteht eine klonale Expansion dieser T-Zellen. Hierbei
werden von den CD8" T-Zellen proinflammatorische Zytokine wie Interferon-y (IFN-y) und
IL-2 freigesetzt?.

Th9 Zellen wurden erst kiirzlich als eine neue Subpopulation in der CHS entdeckt®*-3¢. Studien
zeigen zum einen regulatorische (in vivo) als auch proinflammatorische (in vitro)
Eigenschaften, je nachdem in welchem Kontext das Zytokin gebildet wurde. In einer DNFB
induzierten CHS wurde IL-9 defizienten Mduse eine verstarkte Form einer DNFB induzierten
CHS mit erhohter IFN-y Ausschiittung im Ohr beobachtet®.

In den letzten Jahren wurde vermehrt das angeborene Immunsystem fokussiert und inwieweit
es zur Aktivierung der LC und dDCs beitrégt. Es zeigte sich, dass in den ersten Stunden nach
der Sensibilisierung Wechselwirkungen zwischen Keratinozyten und LC entstehen. Nachdem
die Hautzellen Hapten-bedingt beschadigt wurden, induzieren sie die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies, was zu einer Freisetzung von Adenosintriphosphat (ATP) und moglichen
anderen sogenannten ,.damage associated molecular patterns®“ (DAMPS) sowie zu der
Generation von niedermolekularer Hyaluronsiure (HA) fiihrt?® 243738 Das ATP wird durch
den ATP abhéngigen P2X7 Rezeptor in nahegelegenden Hautzellen wahrgenommen und

aktiviert das NOD-like receptor protein 3 (NLRP3) Inflammasom. Dies resultiert in einer
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Aktivierung der Caspase 1 und Freisetzung von IL-1p und IL-18%* %, Die niedermolekulare
HA st ein Ligand fur Toll-like Rezeptoren (TLR). Es konnte gezeigt werden, dass die
niedermolekulare HA an die TLR2 und TLR4 bindet und dadurch eine erhdhte Expression von
pro-IL-1B und pro-IL-18 induziert. Diese werden dann als proinflammatorische Zytokine

freigesetzt und fiihren so zu einer indirekten Hapten-Erkennung und Aktivierung der APCs 24
37

1.2 Toleranzmechanismen

Das intakte Immunsystem erkennt eine enorme Diversitdt an korperfremden Antigenen,
wahrend es gleichzeitig in der Lage ist, korpereigene Antigene zu tolerieren. Da die Ausbildung
der Immunmechanismen auf potentiell pathogene Antigene zu reagieren auch die Gefahr birgt,
korpereigene Antigene zu erkennen, haben sich im Laufe der Evolution unterschiedliche
Kontrollmechanismen entwickelt, die unter den Begriffen der zentralen und peripheren

Toleranz zusammengefasst sind®® 40,

1.2.1 Zentrale und periphere Toleranz

Die zentrale Toleranz wird wéhrend der Entwicklung der T-Zellen durch Elimination
autoreaktiver T-Zellen im Thymus erworben.

Hierbei durchlaufen T-Zellen Selektionsprozesse, bei denen sie entweder positiv oder negativ
selektiert werden. Zellen, die mit zu geringer Affinitat an ein korpereigenes MHC Molekil
binden, erhalten kein Uberlebenssignal. Auch wenn die T-Zellen eine sehr starke Affinitét
gegenuber einem korpereigenen MHC Molekil (potentiell autoreaktiv) aufzeigt, unterliegt sie
der Apoptose. Dieser Schritt wird als Negativseletion bezeichnet und trifft ca. 95% der T-
Lymphozyten. Ein positives Uberlebenssignal erhalten nur T-Zellen, die mit einer
intermedidren Affinitdt an den Autoantigen-MHC Komplex im Thymus binden (positive
Selektion)*% 41,

Aus diesem Grund ist der Prozess der zentralen Toleranz unvollstandig, da potentiell
autoaggressive T-Lymphozyten in die Peripherie gelangen. Um autoimmunologische Prozesse
und die dadurch entstehenden Autoimmunerkrankungen zu verhindern, haben sich zusétzlich
periphere Toleranzmechanismen entwickelt® 2. Dazu zéhlen die Ignoranz, die Anergie, die

Apoptose sowie die Suppression von autoreaktiven T-Zellen. Diese Mechanismen dienen
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jedoch auch zur Kontrolle von Immunreaktionen bei Allergien und Infektionen*?. Eine Ignoranz
entsteht, wenn die antigenen Epitope nicht wahrgenommen werden. Dieses Phanomen tritt auf,
wenn die Epitope nur minimal auf der Oberflache der APCs exprimiert werden und so eine
Aktivierung nicht ausreicht oder in Regionen, die durch eine Blut-Gewebe Schranke
immunpriviligiert sind (z.B. Linse des Auges, Plazenta)*®

Im Toleranzmechanismus der Anergie uberleben die T-Zellen zwar, aber die Fahigkeit zur
Proliferation und Differenzierung zur Effektorzelle bleibt aus. Die Anergie tritt auf, wenn
intrinsische Signale zur Aktivierung der T-Zellen vermindert sind. Hierbei erhalt die T-Zelle
zwar ihr antigenspezifisches Signal (Signal 1), hat aber kein kostimulatorisches Signal durch
CD28 vermittelt bekommen (Signal 2)*. Dies geschieht, indem sie durch koinhibitorische
Signale ausgeschaltet werden, die fiir eine Antigenerkennung ndétig sind. Ein Beispiel hierfir
ist die Signaltbermittlung durch das zytotoxische T Lymphozyten Antigen (CTLA-4), welches
inhibitorisch auf die Bindung zwischen dem CD28 Rezeptor und dem dazugehdrigen Ligand
B7 wirkt. Dies resultiert daraus, dass CTLA-4 u.a. eine hohere Affinitat zu B7 besitzt als CD28.
Ist eine Zelle anerg, reagiert die Zelle nicht mehr (proliferiert nicht und produziert kein IL-2),
selbst wenn die Stimulation vollsténdig ist (Signal 1 + 2). Die Anergie beschreibt somit den
Zustand der funktionellen Reaktionslosigkeit*®. Ist die Moglichkeit der Zellen eingeschrénkt
(z.B. in CTLA-4 Knock-out-Mdusen) entwickeln diese eine systemische Autoimmunitat mit
fatalen Multiorganversagen®’.

Bei der Apoptose (Aktivierungsinduzierter Zelltod (AICD)) werden die T-Zellen durch die
Bindung von einem FAS Molekil an den zugehdrigem FAS Liganden (FASL) gefiihrt. Diese
Signaltransduktionskaskade wird induziert, wenn z.B. eine CD4" T-Zelle in kurzen Abstanden
wiederholt stimuliert wird. FasL wird dann vermehrt auf der Zelloberflache exprimiert und es
bindet an das FAS-Molekil auf derselben oder naheliegender Zellen. Es aktiviert eine Kaskade
von Caspasen (Caspase 8), die die Zelle in Apoptose flhren. Sie ist ein wesentlicher Bestandteil
in der peripheren Deletion autoreaktiver T-Zellen®® 4°,

In dem Toleranzmechanismus der Suppression sind regulatorische T-Zellen beteiligt. Man
unterscheidet hierbei zwei Kategorien von CD4" regulatorischer T-Zellen, die sich aufgrund
des Ortes ihrer Entstehung unterscheiden®® 5. Zum einen spielen natiirlich vorkommende
CD4"CD25Foxp3*" regulatorische T-Zellen (nTregs) und die peripher induzierten
CD4*CD25Foxp3*Tregs (iTregs) eine Rolle. Sie unterscheiden sich grundsétzlich darin, wo
und unter welchen Bedingungen sie generiert werden. nTregs entwickeln sich im Thymus,
wenn sie infolge der Erkennung von Selbstpeptid mit MHC Komplexen auf APCs im Thymus

ein starkes T-Zell-Rezeptor-Signal erhalten haben, welches jedoch nicht stark genug fur eine
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Negativselektion war®> >3, Hingegen werden Foxp3* iTregs in den peripheren lymphatischen
Organen aus naiven T-Zellen gebildet. Dies konnte in Mausmodellen gezeigt werden und ist
hauptsachlich von der T-Zell-Rezeptor Stimulation und den Zytokinen IL-2 und TGF-f
abhangig® % °,

Die Treg-Populationen zeigen jedoch einen ahnlichen Phénotyp. Sie exprimieren die a-Kette
des IL-2 Rezeptors sowie den forkhead box P3 (Foxp3) Transkriptionsfaktor®. In murinen
Zellen stellt Foxp3 einen spezifischen Marker fir regulatorische T-Zellen dar, wahrend humane
konventionelle Th Zellen auch CD25 und Foxp3 hochregulieren, welches eine eindeutige
Identifizierung erschwert®’. Durch Depletionsversuche in gesunden Mausen konnte
demonstriert werden, dass nTregs eine wichtige Rolle in Autoimmunerkrankungen spielen®®,
Aullerdem erkranken Maéuse, die eine Mutation im Foxp3 Gen aufweisen, an
lymphoproliferativen Autoimmunerkrankungen®5: %,

Beide Treg-Populationen weisen neben dem ahnlichen Phanotyp auch ahnliche funktionelle
Eigenschaften auf*®. Sie produzieren vor einer Aktivierung zunachst wenig Zytokine und
verhalten sich anerg®. Nach einer Aktivierung wird ihre suppressorische Funktion Gber einen
direkten Zellkontakt induziert. Zytosolisches cCAMP wurde zum Beispiel als ein Mediator dieser
direkten Zell-Zellkontakte identifiziert®:. Tregs bilden nach ihrer Aktivierung vermehrt diesen
sekundéren Botenstoff, der sich intrazelluldr in der Zelle befindet und unter der Ausbildung von
gap junctions in T-Effektorzellen tibertragen wird®2. Dies fiihrt dann zu einer Blockade der IL-
2 Produktion und so zur Inhibition der Aktivierung und Expansion der T-Effektorzellen
zusatzlich wird die Reifung der DCs beeintrachtigt®3 64 65,

Es gibt noch weitere Subsets induzierter CD4* Tregs, wie z.B. T-regulatory-typ-1 (Tr-1) oder
T-Helfer-Typ 3 (Th3)®-8, Es handelt sich hierbei um eine kleine Subpopulation der peripheren
CD4* T-Zellen, die bereits im Thymus entstehen oder aber auch spater in der Peripherie
aktiviert oder aus CD4* T-Zellen gebildet werden kénnen. Sie wirken, indem sie Einfluss auf
reaktive T-Zellen nehmen und deren Aktivierung oder Differenzierung unterdriicken®” %, Th3-
Zellen sind dadurch charakterisiert, dass sie hohe Mengen von TGF- sezernieren und so die
antigenspezifische Aktivierung von T-Effektorzellen inhibieren konnen. lhre Entstehung ist
gekoppelt an eine inhibierte Aktivierung der CD4" T-Zellen in der Gegenwart von IL-10 und
TGF-B7: 7,

Tr-1 Zellen entstehen durch eine fortwdhrende Aktivierung von T-Effektorzellen in
Anwesenheit von 1L-107. Sie sind durch eine geringe Proliferation, aber auch durch eine
Sekretion von IL-10 gekennzeichnet, welches u.a. die stimulatorischen Eigenschaften von

APCs hemmt und dadurch eine weitere Aktivierung von T-Zellen verhindert® ™2,
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Die Suppressionsvermittlung der verschiedenen Subpopulationen unterscheidet sich insofern,
dass Th3 und Tr-1 Zellen vermehrt tber die Sekretion von Zytokinen hemmen, wahrend die

Suppression durch nTregs von einem direkten Zellkontakt abhéngig ist.

1.2.2 Niedrigzonentoleranz (NZT)

Das Modell der Niedrigzonentoleranz (NZT engl. Low zone tolerance (LZT)) stellt eine
mdogliche Erklarung daflr dar, warum es maglich ist, dass Menschen zwar mit einer Vielzahl
von Kontaktallergen tagtaglich in Beriihrung kommen, jedoch nicht jedes Individuum
allergisch darauf reagiert. In der Arbeitsgruppe (AG) Steinbrink wurde Uber die Jahre das
Modell der NZT etabliert (Abb. 2). Hierbei werden Toleranzmechanismen in Gang gesetzt,
noch bevor die eigentliche Sensibilisierung und Auslésung in der Haut induziert wird. Um eine
NZT auszulésen, wird die Haut von Mausen vor der Sensibilisierung und Auslésung an
mehreren Tagen mit subimmunogenen Mengen, d.h. in so geringen Mengen, dass die Haptene
keinen Hapten-Carrier Komplex mit Proteinen bilden, der eine allergische Immunantwort
hervorrufen wirde, eines Kontaktallergens (z.B. TNCB, DNCB oder Oxazolon) behandelt.

Die Haptene durchdringen die Haut, aber aktivieren nicht die LCs der Haut, wie es in dem CHS
Modell der Fall ist’2. Auch dDCs und B-Zellen konnten als APCs bereits ausgeschlossen
werden’®, Welcher Mechanismus kurz nach Eindringen der Haptene in die Haut eine Rolle
spielt, konnte bis dato noch nicht genau geklart werden. Es wird jedoch davon ausgegangen,
dass die Allergene in die lymphatischen Organe abgeschwemmt werden. Dort werden IL-10
produzierende CD4*CD25"Foxp3*" Tregs Hapten-unspezifisch aktiviert’. AuRerdem sind
CD8*CD11c* DCs beteiligt und es werden Hapten-spezifische Suppressor CD8" T-Zellen
gebildet’® 7. Diese stellen die Effektorzellen der NZT dar und sind in der Lage, Tc2
immunregulierende Zytokine wie 1L-4, 1L-10 und TGF-B freizusetzen’®. Arbeiten der AG
Steinbrink zeigen weiterhin auf, dass die CD8" Effektor T-Zellen der NZT direkt auf

CD8*CD11c* DCs wirken und sie zu sogenannten , killer-DCs* heranreifen lassen’’.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Niedrigzonentoleranz (NZT).
Durch die mehrmalige epikutane Applikation subimmunogener Dosen TNCB auf die Haut wird eine NZT
ausgeldst. Sie ist in der Lage, eine CD8* Tcl-vermittelte CHS zu inhibieren.

Diese killer-DCs sind dadurch charakterisiert, dass sie vermehrt proapoptotisches TNF
freisetzen. Diese spielen in der Effektorphase der NZT eine wichtige Rolle. Wie in der Literatur
beschrieben, werden CD8* Effektor T-Zellen wahrend der Sensibilisierung gebildet (siehe
1.1.2)*2:25, Maurer et al. konnte dabei zeigen, dass in einer CHS der TNF-Rezeptors 2 auf diesen
Effektor T-Zellen hochreguliert wird. Sind nun bereits CD8"CD11c* killer DCs wahrend der
NZT-Induktion herangereift, fihrt die Freisetzung des TNFs dazu, dass eine Apotose in den
Effektorzellen der CHS ausgeldst wird und so die CHS inhibiert wird’’. Die supprimierenden
Zytokine der CD8* Tc2 Effektor T-Zellen der NZT limitieren die Ausbildung der CHS
zusatzlich.

Apoptive Transfer (AT) -Versuche belegten, dass die NZT durch Hapten-unspezifische
CD4*CD25*Foxp3* Tregs, tolerogene CD8*CD11c* DCs als auch die Hapten-spezifische CD8*
Effektor T-Zellen auf naive Mause (ibertragen werden kann’ 77,

Eine NZT kann nicht nur durch die epikutane Applikation von Kontaktallergenen induziert
werden. Es ist auch maoglich, eine NZT durch intravendse (i.v.) und orale Gabe eines

Kontaktallergens hervorzurufen’.
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1.2.3 Orale Toleranz

Unter dem Phanomen der oralen Toleranz versteht man ein komplexes Netzwerk aus
immunologischen Mechanismen, die eine Toleranz regulieren. Dabei werden hohe
Anforderungen an das Immunsystem gestellt, da es mit einer Vielzahl von Antigenen, sei es
aus Nahrung, korpereigener endogener Flora und pathogenen Organismen in Kontakt kommt
und dabei zwischen gesundheitsschadigenden und Antigenen der naturlichen Darmflora und
der Nahrung unterscheiden muss®.

Hierbei existieren verschiedene Toleranzmechanismen bei denen unterschiedliche T-Zell-
Antworten generiert werden konnen. Nach Antigenaufnahme im Darm-assozierten,
lymphoiden Gewebe (GALT) wird prozessiertes Antigen mit Hilfe von MHC Il Komplexen T-
Zellen prasentiert. Dabei modulieren Kosignale die T-Zell-Antwort. Im Gegensatz zu den
kostimulatorischen Molekulen (z.B. CD80 und CD86), die proinflammatorische T-Zellen
induzieren, schwéchen koinhibitorische Molekile (z.B. B7-H1, B7-H2, B7-H3) eine T-Zell-
Antwort ab’. Treffen nun sehr hohe Mengen (Hochdosis) eines Antigens (z.B. Ovalbumin;
OVA) auf die Darmmukosa, fihrt dies zu einer Toleranzinduktion durch (eine APC-
vermittelte) T-Zell Anergie oder T-Zell Apoptose (Deletion)®®82. Neben diesen beiden
Toleranzinduktionen wird vor allen Dingen bei niedrigen Antigenkonzentrationen
(Niedrigdosis) Tregs eine tragende Rolle zugeschrieben®®. Die Antigene konnen das
Darmepithel entweder durch Liicken zwischen Tight-Junctions durchqueren oder werden im
GALT durch sogenannte M-Zellen aufgenommen®. Diese befinden sich oberhalb der
Peyerschen Plagues und prasentieren die Antigene den DCs, welche sie dorthin transportieren.
DCs konnen die Antigene durch ihren Dendriten direkt aus dem Lumen aufnehmen ohne die
Tight-Junctions des Epithels dabei zu beschadigen®. Im GALT prasentieren APCs (DCs,
Makrophagen, aber auch Plasma Zellen) den Tregs das Antigen, die dann Uber Zell-Zell-
Kontakte oder die Produktion von IL-10, IL-4 und TGF- eine Immunsuppression vermitteln®-
87.

TGF-p hat fur die orale Toleranz eine zentrale Bedeutung, da nach einer Neutralisierung des
Zytokins keine orale Toleranzinduktion mehr mdglich ist®. Das TGF-p wird nach oraler
Tolerisierung vorwiegend von CD4" und CD8* T-Zellen in den Peyerschen Plaques und den
mesenterialen LK ausgeschiittet, wobei diese eine spezifische Treg-Subklasse namens Th3
Zellen darstellt®” %8 70.8% Dyrch das sezernierte TGF-B kdnnen auch andere konventionelle
CDA4" T-Zellen in Foxp3* Zellen umgewandelt werden und einen regulatorischen Phéanotyp

einnehmen. AuBerdem wirkt TGF-R auf nTregs um Th1l Antworten abzuschwachen®. Tr-1
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Zellen, die IL-10 ausschitten, erhohen die Produktion von TGF-B, welches auch natirlich
vorkommende Tregs anregt®®. Obwohl Tr-1 Typ Zellen vorzugsweise durch nasales Antigen
induziert werden, wurde gezeigt, dass 1L-10 sezernierende Tr-1 Zellen eine Rolle in der oralen
Toleranz, die durch niedrige Dosen von Antigenen induziert wurde, spielen konnen®: %L,

Es ist auch mdglich, eine orale Toleranz mit Haptenen auszuldsen. Es wurde dabei gezeigt, dass
im Gegensatz zu der oralen Toleranz gegenuber Proteinen, die Peyerschen Plagues nicht von
Bedeutung sind®.

Untersuchungen in denen hohe Mengen DNFB und TNCB oral verabreicht wurden, konnten
bereits die Intensitat einer CHS verringern®%°, Auch eine NZT kann durch die orale Gabe von
subimmunogenen Mengen eines Kontaktallergens induziert werden und so eine CHS

verhindern’®.

1.3 Chronisch entztindliche Darmerkrankungen (CED)

Unter einer chronisch entzindlichen Darmerkrankung (CED) wird das Resultat einer
inadequaten und standigen (rezidivierende) Aktivierung des Immunsystems in der
Darmmukosa verstanden® ®7. Unter den Klinischen Symptomen kénnen Schmerzen im
Abdominalbereich, Fieber, Erbrechen, Diarrhd, Mangelerscheinungen bis zum Gewichtsverlust
genannt werden. Morbus Crohn und Colitis ulzerosa sind die haufigsten Formen der chronisch

entziindlichen Darmerkrankung und betreffen rund 2,2 Millionen Einwohner in Europa®: %,

1.3.1 Morbus Crohn und Colitis Ulzerosa

Die Atiologie der CED ist noch nicht geklart. Es wird davon ausgegangen, dass die
abweichende Immunantwort durch eine genetische Disposition zusammen mit einer noch nicht
geklarten Interaktion zwischen Umweltfaktoren (bakterielle und virale Faktoren,
Konsumgewohnheiten wie Rauchen oder Stress), der endogenen Darmflora und dem
intestinalen Immunsystem bedingt ist!®® %1, Bei beiden Formen der CED kénnen neben den
lokalen auch systemische Komplikationen auftreten, die die Therapie zusatzlich erschweren'.
Durch die immer wiederkehrende Entziindung ist das Krebsrisiko im Darm ebenfalls erhoht®.
Die Colitis ulzerosa und Morbus Crohn unterscheiden sich in ihrer Pathogenese. Die Colitis

ulzerosa ist auf den Dickdarm begrenzt. Die Entziindung breitet sich zwar kontinuierlich aus,
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findet sich aber nur in den oberflachlichen Schichten der Darmwand wieder'®, Das Epithel
wird nekrotisch und es finden sich hamorrhagische Episoden mit Odemen vor. In den dadurch
entstehenden Kryptenabzessen sind vorwiegend Ansammlungen von Neutrophilen zu
beobachten®®. Bei der Coltitis ulzerosa handelt es sich um eine Th2-vermittelte T-Zell-Antwort,
wahrend der Morbus Crohn Th1/Th17-vermittelt ist® 104,

Entzundliche Prozesse beim Morbus Crohn kdnnen im Gegensatz zu der Colitis ulzerosa den
gesamten Verdauungstrakt betreffen, jedoch nicht kontinuierlich, sondern abschnittsweise mit
einem Schwerpunkt im terminalen Illeum und dem Ubergang vom Diinndarm zum Dickdarm
(Abb. 3)%. Die Entziindung betrifft alle Gewebsschichten des Darms (transmural) und das
zellul&re Infiltrat der Lasionen besteht hauptséchlich aus T und B-Lymphozyten, Makrophagen

und Plasmazellen1®: 106,

[ Epithelzellschicht

¥~ — Krypten Mukosa

«——Lamina Propria

<«—— Submukosa

Abbildung 3: Lokalisation der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Aufbau der
Darmwand.

Der Morbus Crohn ist durch eine diskontinuierliche, transmurale Entzindung gekennzeichnet, die den gesamten
Gastro-Intestinaltrakt vom Mund bis zum After betreffen kann. Die Entziindungen sind dadurch charakterisiert,
dass sie alle Gewebsschichten der Darmschleimhaut betreffen

1.3.2 Mausmodell der TNBS-induzierte Colitis

Die TNBS-induzierte Colitis gilt als zuverlassiges Modell entziindlicher Darmerkrankungen
und kann Aufschluss ber deren Mechanismen geben. Sie dhnelt in histopathologischer und
imunologischer Hinsicht der Morbus Crohn Erkrankung und ist deswegen ein nutzliches
Modell um die Mechanismen, die zur Morbus Crohn Erkrankung fuhren, zu analysieren und
mogliche TherapiemaRnahmen aufzudecken. Neurath et al. etablierte das heutige Standard-
Modell der TNBS-Colitis in M&usen®1®° Durch die intrarektale Applikation von TNBS gelost
in 25-50%igen Ethanol, nach vorheriger TNBS-Sensibilisierung, kann in dafir empfindlichen
Méusestammen eine Darmentzindung induziert werden. Das Ethanol dient der Durchbrechung
der Darmbarriere®, Die akute TNBS-induzierte Colitis ist gekennzeichnet durch eine transmurale

Infiltration von Lymphozyten und resultiert in einer Verdickung der Schleimhaut und einer
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Verminderung der Becherzellen'°. Das Modell zeigt die Charakteristika eines direkten CD4* Th1-
Entziindungsmodells mit den damit assoziierten Zytokinen TNF-a, IFN-y und 1L-2% 1%, Neuere
Erkenntnisse beinhalten, dass zudem eine IL-17-produzierende Klasse der T-Zellen (Th17-
Zellen) an der Pathogenese der TNBS-induzierten Colitis, sowie an der des Morbus Crohn
beteiligt ist!'™ 112, In der TNBS-induzierten Colitis werden nach Antigenprasentation CD40
Liganden (CD40L) auf T-Zellen exprimiert. Bei der Interaktion mit einem CD40-CD40-
Liganden zwischen APC und T-Zelle wird eine vermehrte IL-12 Sekretion induziert'!3, Durch
die IL-12 Stimulation unterziehen sich die T-Zellen einer Th1-Differenzierung und produzieren
IFN-y und TNF-a.!'4. Durch eine positive Rickkopplung werden die APCs weiter angeregt, IL-
12 zu produzieren, was die Thl Antwort verstarkt. Weiterhin wirken diese Zytokine auf

Makrophagen die weitere proinflammatorische Zytokine wie IL-1p und IL-6 ausschiitten®,

1.4 Diabetes

Der Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, die 8,3 % der Weltbevolkerung betrifft.
Sie wird in 2 Haupttypen, dem Diabetes mellitus Typ | (betrifft ca. 5 %) und dem Diabetes
mellitus Typ Il (betrifft ca. 90%), unterteilt'’®, Weitere Formen entstehen durch Erkrankungen
des Pankreas, haben genetische oder medikamentdse Ursachen oder treten wahrend der
Schwangerschaft (Gestationsdiabetes) auf. Alle Diabetestypen haben als gemeinsames
Charakteristikum, die Hypergykdamie. Wahrend der Typ |1l Diabetes haufig auf
Lebensgewohnheiten zuruckzufiihren ist, handelt es sich bei dem Typ | Diabetes um eine

Autoimmunerkrankung?6: 117,

1.4.1 Diabetes mellitus Typ |

Der Diabetes mellitus Typ | ist eine chronische, T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung.
Hierbei werden die Insulin-produzierenden B-Zellen im Pankreas durch das Immunsystem
angegriffen und zerstort, was zu einem absoluten Insulinmangel fiihrt'*6. Als Folge muss das
fehlende Insulin lebenslang durch kinstliche Insulinpraparate zugefligt werden. Ein weiteres
Problem stellen Folgeerkrankungen des Diabetes dar, die durch erhohte Blutzuckerwerte
entstehen. Zu ihnen gehdren u.a. das Nierenversagen, Erblindung und Polyneuropathien'®®. Die
Pathogenese des Diabetes mellitus Typ | ist noch nicht vollstdndig geklart, aber es wird ein

komplexes Zusammenspiel zwischen genetischen, immunologischen und &uReren
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Umweltfaktoren angenommen?!®. Zu dem Verstandnis und der Aufklarung der Pathogenese des
Diabetes mellitus Typ I konnte ein Tiermodell, die ,,non obese diabetic* (NOD)-Maus,

wesentlich beitragen??®,

142 Die NOD-Maus als murines Modell des Diabetes Typ |

Die NOD-Maus entwickelt spontan einen Diabetes, der sich durch klassische Symptome wie
Hyperglykamie und daraus folgend Polydipsie, Polyurie und Gewichtsverlust &duRert. Die
NOD-Maus stammt urspriinglich von ICR/Jcl Mdusen ab. In den 70er Jahren bemerkte man,
dass Méuse aus diesem Stamm an spontanen Diabetes erkrankten und durch eine gezielte Zucht
wurde der NOD-Maus Stamm gebildet!!8-120 Die Inzidenz ist zwischen den Geschlechtern stark
unterschiedlich. Wéhrend sich in ca. 80% der Weibchen nach 30 Wochen ein Diabetes
manifestiert hat, erkranken nur 20 % der Mannchen!!8,

Es wird angenommen, dass die Pathogenese des Diabetes beginnt, wenn B-Zellen absterben
(z.B. durch exogene Trigger wie virale Infektionen)'?°, B-Zell-Antigene werden durch APCs
aufgenommen, prozessiert und folgend in den pankreatischen LK den T-Zellen présentiert,
woraufhin autoreaktive CD4* T-Zellen tiber MHC Il aktiviert werden*?!, Diese autoreaktiven
T-Zellen sollten unter normalen Umstanden bereits im Thymus durch die zentrale Toleranz
oder spater durch Tregs der peripheren Toleranz supprimiert werden?? 122, Die auf B-Zellen
geprimten T-Zellen infiltrieren in die Inselzellen und beschiadigen weitere B-Zellen und setzen
IFN-y und IL-2 frei, was weitere Immunzellen rekrutiert. Die Zerstorung der Zellen ist dann
hauptséchlich durch Granzyme und Perforin, welches von Tcl CD8" T Zellen gebildet wird,
sowie von Zytokinen wie IFN-y und IL-17 mediiert!®*., Weitere Immunzellen, wie
Makrophagen, DCs und natural killer (NK)- Zellen, sind ebenfalls an der Zerstérung der -

Zellen im Pankreas und somit an der Entstehung des Diabetes mellitus Typ | beteiligt'?®.



Einleitung 16

1.5 Ziel dieser Arbeit

Diese Arbeit wird in drei Teile untergliedert. Untersucht werden Mechanismen und Einflisse
der NZT auf die CHS, die TNBS-induzierte Colitis und dem Diabetes mellitus Typ I.

Teil 1: Im ersten Teil liegt der Fokus auf den Mechanismen des CHS/NZT Modells. Hierbei
wird die Interaktion der CD4'CD25'Foxp3" Tregs und der CD11c" DCs wahrend der
Induktionsphase der NZT untersucht.

Teil 2: Es wird Uberprift, ob das Modell der NZT neben der Tc1 CD8* T-Zell-vermittelten CHS
auch eine Th1/Thl7 CD4" vermittelte TNBS-induzierte Colitis inhibieren kann. Nach der
Feststellung werden weitere Mechanismen untersucht, u.a. die Beteiligung von CD4*CD25"
Tregs und IL-10 und ob es sich hierbei um einen Hapten-spezifischen Mechanismus handelt
(Abb. 4).

Teil 3: In diesem Teil wird untersucht, ob eine NZT-Induktion Einfluss auf das Auftreten von

einem spontan auftretenden Diabetes mellitus Typ | in der NOD-Maus nehmen kann.

Niedrig-Zonen-Toleranz TNBS-induzierte colitis
Induktionsphase Effektorphase
’ Epikutane Applikation Sensibillslerung
von Haptenen

-

** LC
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é L 3% =
53 N
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T-Zellen der Colitis
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P - — A
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Abbildung 4: Zielsetzung zur Untersuchung der NZT in der TNBS-induzierten Colitis.

Es wird Oberprift, ob eine epikutane und orale Applikation zu einer Verhinderung einer Th1/Th17 vermittelten
TNBS-induzierten Colitis flhren kann. Im weiteren Verlauf wird untersucht, ob CD4*CD25*Foxp3*Tregs und IL-
10 an der Entstehung der NZT zur Pravention der Colitis beteiligt sind und ob dieser Mechanismus Hapten-
spezifisch ist.
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Gerate & Verbrauchsmaterialien

Artikel

B-Szintillationscounter
96-Well-Mikrotitterplatte
96-Well-Zellkulturplatte
Analysenfeinwagen

Autoklav
Blutzuckermessgerat
Blutzuckermessstreifen
Brutschrank

Coldlab

Deckglaser

Einmal-Feindosierungsspritze
ELISA Microplate Reader
Eppendorf-Reaktionsgefale
FACS-Ro6hrchen

Fluoresenzmikroskop
Kaniilen (steril)
Kantilen (steril)
Lichtmikroskope

Firma

LKB, Bromma, Schweden

NUNC, Wieshaden, (D)

BD Falcon, Schwerte, (D)

MC 1 Laboratory LC2200 P, Fa. Sartorius,
Gattingen, (D)

MC1 Analytic A C210S, Fa. Sartorius, Géttingen(D)
Scout pro, Ohaus , Pine Brook, USA

H+P Labortechnik GmbH, Oberschleilheim, (D)
Freestyle Lite, Abbot, Wiesbaden (D)

Freestyle Lite Teststreifen, Abbot, Wiesbaden (D)
Typ HERACcell, Kendro, Hanau, (D)

LKB Bromma, 2023 Minicoldlab,(D)

Waldemar Knittel Glasbereitung GmbH,
Braunschweig, (D)

(Iml) BRAUN, Melsungen, (D)

Model 450, Bio-Rad Laboratories, Miinchen, (D)
(0,5 ml/1ml) Eppendorf AG, Hamburg, (D)

5 ml Polystyrene Round- Bottom-Tube, BD
Falcon™, Heidelberg, (D)

Olympus 1X81, Olympus, Center Valley, PA, USA
BD MicrolanceTM3, Heidelberg, (D)

Sterican® (21 G x 1 ”**, Gr.2) Braun, Melsungen, (D)
IMT2, Olympus, Hamburg, (D)
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Lichtmikroskop Kamera
Software

Magnetrihrer
Mini-Endoskop
Mikrometerschraube
MACS Séulen
Objekttrager

Paraffin-Einbett-Maschine
pH-Meter

Pipettenspitzen

Printed Filtermat
Probeneinschweil3folie

Spulkanule
Sterilbank
TNBS- Schlauch
Wasserbad
Zahlkammer
Zellsieb
Zentrifugen

Zentrifugen-Rohrchen

DIAPLAN, Leitz, Wetzlar, (D)

Axiovert 135, Zeiss, (D)

Model 3.2.0, Visitron Sytems GmbH, USA
Metavue,Version 6.2r2, Universal Imaging Goup
MR2002, Heidolph Elektro GmbH, Kelheim, (D)
Coloview System, 1,9mm, Karl Storz, Tuttlingen(D)
Oditest, Kroeplin GmbH&C0.KG, Schliichtern, (D)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (D)

(25 x 75 x Imm), Menzel GmbH & CoKG,
Braunschweig, (D)

Tissue-Tek, TEC ™ Sakura, Torrance, USA
CG841, Mitlacher Laboratoriumstechnik, Schott,
Mainz, (D)

(10 ul/200 p1/1000 pl), Greiner GmbH,
Frickenhausen, (D)

(A 102 x 258 mm), Wallac, Turau, Finnland
Sample Bag (102 x 258 mm), Wallac, Turau,
Finnland

Acufirm, Dreieich, (D)

HERAsafe, Heraeus, Kendro, Hanau, (D)
Certofix-Mono, Melsungen, (D)

TW12, Julabo, Seelbach, (D)
Neubauer-Zahlkammer, Merck, Wiesbaden, (D)
(70um) BD Falcon, Schwerte, (D)

Multifuge 3S-R, Heraeus, Hanau, (D)

Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau, (D)

Minifuge RF, Heraeus, Hanau, (D)

(15ml/50ml) Greiner GmbH, Frickenhausen, (D)

Chemikalien & Enzyme

Artikel

3H- Thymidin
[-Mercaptoethanol
Aceton

Aqua dest.

Calcein

Bepanthen

BSA

DNCB

DNFB
Diptherie Toxin

EDTA

Firma

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege, (D)
Sigma, Taufkirchen, (D)

Sigma, Taufkirchen, (D)

Apotheke der Universitdtsmedizin Mainz, (D)
Calcein AM, Invitrogen, Darmstadt, (D)
Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital, Leverkusen,
(D)

Bovine Serum Albumin Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, (D)

1-Chloro-2,4-Dinitrobenzol, Sigma Aldrich,
Hamburg (D)

1-Fluor-2,4-dinitrobenozol, Sigma-Aldrich,
Hamburg (D)

Corynebacterium diphtheriae, Calbiochem, San
Diego, CA, USA

Merck, Darmstadt, (D)
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Ethanol
Eosin
FCS

Formaldehydldsung

H2SO4
Hematoxoylin
HBSS
Ketamin

Na>COs
NaCl
NaH2PO4
NaHCOs3
NaNs3
Olivenol
Saccharose
TBS
TNBS
TNCB

Tris
Trypanblau
Tween 20
Xylazin

Xyol

(70 %/100 %)Bruggemann Alcohol, Heilbronn, (D)
Sigma Aldrich, Taufkirchen, (D)

Foetal Bovine Serum Gold, PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Osterreich (zur Inaktivierung der
Komplementkomponenten 45 min bei 56 °C im
Wasserbad erhitzt)

Roti-Histofix (4,5 %) Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
(D)

Merck, Darmstadt, (D)

Sigma Aldrich, Taufkirchen, (D)

Cambrex, Verviers, Belgien

500mg/10ml Injektionsldésung Ratiopharm GmbH,
Ulm, (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, (D)

Apotheke Des Klinikums der Universitat-Mainz, (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, (D)
Picrylsulfonsaure, Sigma, Taufkirchen, (D)
2,4,6-Trinitro-1-Chlorbenzol,VeZerf
Laborsynthesen GmbH, Idar-Oberstein, (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, (D)

Sigma, Taufkirchen, (D)

Sigma, Taufkirchen, (D)

2 %, (Rompun) 25ml, Bayer Healthcare,
Leverkusen, (D)

Baack, Schwerin, (D)
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2.13 Kit-Systeme

ELISA

Artikel Firma

Mouse IL-2 OptEIATMSet, Becton Dickinson, Heidelberg, (D)
Mouse IL-17 Ready Set Go!Set, eBioscience, San Diego, CA, USA
Mouse INF-y Ready Set Go!Set, eBioscience, San Diego, CA, USA

MACS Zell-Anreicherung
Artikel Firma

CD4-CD25" Regulatory T Cells MACS System (mouse); Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, (D)

CD11c* Micro Beads MACS System (mouse); Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, (D)

Immunhistologie

Artikel Firma
TSA Cy3 TSA Fluorescein System, Perkin Elmer, (D)
TSA Cy5 TSA Fluorescein System, Perkin Elmer, (D)

Intrazellulares Foxp3-Detektions-Kit

Artikel Firma
Foxp3 Staining Set Anti-mouse Foxp3 Staining Set, eBioscience, San
Diego, CA, USA

2.14 Antikorper

Artikel Firma

B220 (Klon: RA3-6B2) eBioscience, San Diego, CA, USA
CD4 (Klon: G K1.5) Biosciences Heidelberg, (D)

CD8a (Klon: 53-6.7) eBioscience, San Diego, CA, USA
CD11c (Klon: N418) eBioscience San Diego, CA,USA
CD16/32 (Fc-Block; Klon: 93) eBioscience, San Diego, CA, USA
CD25 (Klon: 3C7) Biosciences Heidelberg, (D)
CD45.2 (Klon: 104) eBiosciences San Diego, CA, USA
CD45.1 (Klon:A20) eBiosciences San Diego, CA, USA
CD90.2 (Klon: 53-2.1) eBioscience, San Diego, CA, USA

Foxp3 (Klon: FIK-16s) eBioscience, San Diego, CA, USA
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Depletions-Antikorper
Artikel

Anti-CD25 mAb (Klon: PC61)
Anti-1gG

2.1.5 Medien & Puffer

10x PBS

1x PBS

Erylyse-Puffer

Abstoppldsung (ELISA)
Assay-Diluent (IL-2/4/10 ELISA)
Assay-Diluent (IFN-y-ELISA)
pH-Wert7,2-7,4

Betédubung

Carbonatpuffer (IL-2 ELISA)

FACS-Puffer

Farbsubstratlosung (ELISA)

Insulin

MACS Puffer
Normales Maus Serum
TNBS-L06sung
Trypanblau-Ldsung
Wasch-Puffer (ELISA)

2.1.5.1 Zellkulturmedium

Firma

AG Schild, Institut fir Immunologie, Mainz, (D)
Jackson Immunoresearch Labs, West Grove, PA,
USA

402 g NaCl und 69 g NaH2PO4*1 H20 mittels
H2Ogest auf 5 L aufgefillt pH-Wert = 6,6
hergestellt aus 10 x PBS pH = 7,2

ACK Lysing Buffer, Cambrex, Belgien

2 N H2SO4

10 % FCS in 1x PBS, pH-Wert 7,0

0,1 % BSA; 0,05 % Tween-20 in TBS,

24 % Katemin; 8 % Rompun in 1x PBS

0,1 M Carbonatpuffer (8,4 g NaHCO3; 3,56 ¢
Na2COg) in 1L H.0 bidest, pH-Wert 9,5

1x PBS + 5 mM EDTA + 0,5% BSA

TMB Substrate Reagent Set, BD Pharmingen TM,
(D), das Substrat A (Tetramethybenzidin) mit dem
Substrat B (H202) im Verhaltnis 1:1 mischen.
Levemir (Insulin detemir), Novo Nordisk Bagsvaerd,
Dénemark

1x PBS + 5 mM EDTA + 0,5 % FCS

Normales Maus Serum (NMS), Harlan, Rossdorf, (D)
10 mM TNBS in HBSS, pH-Wert = 7,2

0,04 % Trypanblau in 1x PBS

0,05 % Tween-20 in 1x PBS

Komplettes RPMI-Medium wird immer frisch angesetzt und bei 4°C gelagert:

RPMI 1640

Hepes

nicht-essentielle Aminosauren
Penicillin/Streptomycin
L-Glutamin
[-Mercaptoethanol

500 ml Cambrex, Verviers, Belgien

1% (viv) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, (D)
1% (viv) Cambrex, Verviers, Belgien

1% (viv) Cambrex, Verviers, Belgien

1% (viv) Cambrex, Verviers, Belgien

50 mM Sigma, Taufkirchen, (D)
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2.1.6 Versuchstiere

Mause des Inzuchtstammes C57BL/6 Wildtyp, 1L107 (C57BL/6 Hintergrund), DEREG Méause
(Foxp3-DTR-GFP) (C57BL/6 Hintergrund), LY5.2 (CD45.2) (C57BL/6 Hintergrund), Ly5.1
(CD45.1) (C57BL/6 Hintergrund) und non obese diabetic (NOD-Ma&use) wurden verwendet.
Diese wurden von der zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der Johannes Gutenberg
Universitdt oder der Anbieter Janvier Labs (Saint-Berthevin Cedex, Frankreich), Harlan
(Rossdorf (D)), Jackson Laboratories (Sulzfeld, (D)) bezogen. Falls nicht anders angegeben lag
das Alter bei Versuchsbeginn zwischen 6 und 12 Wochen. Die Tiere werden in keimarmen
Raumen (SPF) der zentralen Tierhaltung der Universitdtsmedizin Mainz gezichtet und
gehalten. Die Tiere erhalten Futter und Wasser ad libidum. Eine Genehmigung der

Aufsichtsbehdrde lag fur alle Tierversuche vor.
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2.2 Methoden

2.2.1 CHS/NZT Versuchsdurchftihrung

2.2.1.1 CHS/NZT-Protokoll

Fur die Induktion einer NZT im CHS Modell werden die M&use am Abdomen und Ricken
rasiert. FUr die Induktionsphase der NZT werden die Mé&use 10 x an jedem anderen Tag, auf
immer wechselnden Hautarealen durch epikutanes Auftragen von 4,5 ug TNCB gel6st in 15 pl
Aceton Olivendl (AOO; Verhaltnis 3:1) behandelt. Die CHS dient als Kontroll-Gruppe und
erhalt in dieser Zeit 10 x 15 pl reines AOO. Darauf folgt die Effektorphase der NZT in der 24
h nach der letzten Tolerisierung, jeder Maus 450 pug TNCB (Sensibilisierungsdosis) geldst in
15 pl AOO (3:1) auf ein noch unbehandeltes Hautareal aufgetragen wird. 5 Tage nach der
Sensibilisierung wird die Entzlindungsreaktion ausgeldst (Auslésung). Zunachst wird die Dicke
des rechten Ohres mittels einer Mikrometerschraube bestimmt. Darauffolgend werden 45 ug
geldst in 15 pul AOO auf das rechte Ohr aufgetragen. 24 h nach Induktion der Auslésung wird
die Ohrdicke erneut bestimmt und aus der Differenz ergibt sich die Ohrschwellung der
verschiedenen Gruppen. AnschlieBend werden die Mause durch CO.-Begasung getétet und

Organe flr weitere in vitro Untersuchungen entnommen.

2.2.1.2  In vivo-Parameter — Ohrschwellung

Die vor und nach der Auslésung der Entzindung bestimmte Ohrdicke (mittels
Mikrometerschraube; (siehe 2.2.1.1)), wird wie folgt ausgewertet:
Amm 1072 = Ohrdicke 24 h nach Auftragen der Entziindungsreaktion — Ohrdicke vor Auftragen

der Entziindungsreaktion.

222 Colitis Versuchsdurchfiihrung

2.2.2.1 Colitis-Protokoll

Wie in dem CHS/NZT-Protokoll ist auch das Colitis-Protokoll in unterschiedliche Phasen
unterteilt (siehe 2.2.1.1). In der ersten Phase werden die Mdause in verschiedene Gruppen
aufgeteilt (Colitis, epikutane NZT, orale NZT). Der epikutanen NZT Gruppe wird 8-10 x an
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jedem zweiten Tag auf verschiedene Areale der rasierten Haut 4,5 pg TNCB gel6st in 15 pl
AOO appliziert. Die Colitis Gruppe erhélt wahrend dieser Zeit reines AOO auf die Haut (siehe
2.2.1.1). Der oralen NZT-Gruppe wird an 10 verschiedenen Tagen 45 pg TNBS gel6st in 200
pl PBS durch eine Sonde oral appliziert. Jede Gruppe besteht (soweit in den Ergebnissen nicht
anders beschrieben) aus sieben Mausen. Jede Maus erhélt die jeweilige Losung zehnmal an
jedem zweiten Tag. Nach der Tolerisierungsphase folgt die Sensibilisierung. Sie ist aus dem
Protokoll der AG Neurath abgeleitet und erfolgt mit 3000 pg TNBS gel6st in AOO (4:1) auf
ein rasiertes unbehandeltes Areal auf dem Ricken der Mause. Finf Tage nach der
Sensibilisierung auf den rasierten Ricken wird die Entziindung (Colitis) ausgeldst. Hierzu wird
jede Maus zunéchst markiert und anschlieBend mit einer Ketamin- (24 %) /Xylazin- (8 %)
Losung (80 ul pro 10 g Korpergewicht/intra peritoneal (i.p.) gespritzt) betdubt. Die Augen
werden mit einer Augensalbe (Bepanthen) bedeckt, um ein Austrocknen der Augen zu
verhindern. Die rektale Applikation erfolgt mit einem Schlauch, versehen mit einem Luer-Lock
Anschluss fir eine 1 ml Spritze mit der jeweiligen Losung, der vorsichtig 4 cm in die Maus
eingefihrt wird. Folgend wird die Entziindung ausgeldst, indem 100 pl eines 2500 pg TNBS
in 25% EtOH /H2O rektal appliziert werden. 48 — 72 h nach der Auslosung erfolgt die

endoskopische Untersuchung der Méause.

2.2.2.2 Invivo-Parameter - Endoskopie.

Ein in-vivo-Parameter der TNBS-induzierten Colitis ist der sogenannte Endoscore, der mit
Hilfe der Mini-Endoskopie erstellt wird. Hierbei wird 72 h nachdem die Entziindungsreaktion
ausgelost wurde, der Maus rektal ein Mini-Endoskop eingefuihrt, um mittels einer Videokamera
Bildsequenzen zu Ubertragen. Die Schwere der Darmentzindung wird anhand von funf
Parametern analysiert: Beschaffenheit des Stuhls, Veréstelung der GeféaRe, Fibrinablagerungen,
Granularitat und Durchsichtigkeit der Darmwand (Abb. 5). Jeder dieser Parameter bekommt je
nach Schwere der Entziindung einen Wert zwischen 0 und 3 zugeordnet, wobei 0 keine
Entziindungsanzeichen und 3 starke Anzeichen einer Entzindung beschreibt. Diese Werte
werden addiert und die Maus erh&lt somit einen Gesamtwert zwischen 0 und 15, je nach
Schweregrad der Entziindungsanzeichen!® 12 AnschlieRend werden die Mé&use durch CO»-

Begasung getotet und die Organe fir weitere in-vitro-Untersuchungen entnommen.
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Endoskopisches Bewertungssystem der Colitis

Konsistenz Vaskularitat Fibrin Granularitit der Verdickung der
des Stuhls (Veranderung der (sichtbar) Mukosaoberflache 5 Cor:opv'v‘:ni , (éezamtwert
Gefile) (Durchsichtigkeit) (Endoscore)
0 - normal + solide 0 - normal 0 - keins 0 - keine 0 - transparent
1 - noch geformt 1 - maRig 1 - wenig 1 - magig 1 - magig
2 — nicht mehr geformt 2 - stark 2 - stark 2 - stark 2 - stark
3 - Formlos + verteilt 3 - Blutungen 3 — extrem 3 - extrem 3 — undurchsichtig
Einzelwert: 0-3 Einzelwert: 0-3 Einzelwert: 0-3 Einzelwert: 0-3 Einzelwert: 0-3 0-15

Abbildung 5: Endoskopische Einstufung der Colitis (Endoscore).

Die Schwere einer Entziindung wird nach den Parametern Stuhl, GefaBveranderung, Fibrin, Granularitat und
Durchsichtigkeit ausgewertet. Jedem Parameter wird ein Wert zwischen 0 und 3 zugeordnet, wobei 0 keine
Entziindung und eine 3 Zeichen fiir eine starke Entziindung ist. Diese Werte werden addiert, so dass jede Maus
einen Score zwischen 0 und 15 erhélt. Bei einem Score von 0 bis 3 ist keine erhebliche Colitis vorzufinden, bei
3,5-7 eine leichte Colitis; bei 7,5-11 eine mittlere Colitis; bei 11,5-15 eine schwere Colitis

223 Organentnahmen

2.2.3.1 Gewinnung und Aufreinigung der axialliren, inguinalen und zervikalen

Lymphknoten

Die axiallaren, inguinalen und zervikalen LK werden unter der Sterilbank entnommen und in
50 ml Greiner-Rohrchen, die mit 20 ml kompletten RPMI geflllt sind, Gberfuhrt. Falls in den
Ergebnissen nicht anders beschrieben wird pro Gruppe ein Greiner-Réhrchen verwendet.

2.2.3.2 Gewinnung der mesenterialen Lymphknoten

Die mesenterialen LK werden unter der Sterilbank enthnommen und in 50 ml Greiner-Réhrchen,
die mit 20 ml kompletten RPMI gefiillt sind, Uberfuhrt. Falls in den Ergebnissen nicht anders

beschrieben wird pro Gruppe ein Greiner-Réhrchen verwendet.

2.2.3.3 Entnahme des Enddarms

Nach der Entnahme der axiallaren, inguinalen, zervikalen und mesenterialen LK wird die Maus
weiter gedffnet und das distale Ende des Enddarms entnommen. Um den Darm zu sdubern,
wird dieser mittels einer Sonde mit PBS gespult und in Formaldehyd eingelegt, um spéter fir
histologische Arbeiten genutzt werden zu kénnen (siehe 2.2.15).
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224 Aufreinigung der Lymphknoten

Die zuvor entnommenen LK (siehe 2.2.3.) werden in ein Zellsieb Uberfuhrt, vorsichtig
zerrieben und mit kompletten RPMI gespult, bis sie auf 50 ml aufgefillt sind. AnschlieRend
werden sie bei 4°C bei 1500 rounds per minute (rpm) fiir 10 min zentrifugiert, um gewaschen
zu werden. Der Uberstand wird verworfen. Die Erythrozyten in der Zellsuspension werden mit
1 ml ACK Lysing Puffer zerstort (5 min). Die Erytrozytenlyse wird durch Auffullen mit
kompletten RMPI auf 50 ml abgestoppt. Die aufgebrochenen Zellen werden gewaschen (4°C;
1500 rpm; 10 min). Der Uberstand wird verworfen und in 20 ml kompletten RPMI
resuspendiert. Aufgrund der Empfindlichkeit ist das Protokoll zur Aufreinigung der LK fur die
mesenterialen LK modifiziert worden. Nachdem die LK in ein Zellsieb Gberfuhrt und zerrieben
wurden, werden sie mit kompletten RPMI gespult und bis auf 25 ml aufgefillt. AnschlieRend
werden sie zentrifugiert (4°C; 1500 rpm; 10 min) und folgend in 5ml kompletten RPMI
Medium aufgenommen.

Zum Prifen der Viabilitat und Zahlen der Zellen werden aus der Zellsuspension 10 pl
entnommen und mit 90 pl Trypan Blau gemischt. 10 pl werden auf eine Neubauer- Z&dhlkammer
aufgetragen, unter einem Lichtmikroskop gezahlt und auf ihre Vitalitdt hin gepruft. Der
Farbstoff Trypan Blau kann nur Zellen penetrieren, in denen die Integritat der Plasmamembran
zusammengebrochen ist. Tote Zellen farben sich somit blau und werden nicht mitgezahlt. Die
Berechnung der Zellen geschieht wie folgt:

Zahl der Zellen = gezéhlte Zellen (Z) x aufgenommene Flissigkeit x Verdiinnungsfaktor x
Kammerfaktor

z. B.: (2) x 20 x 10 x 10* = Zahl der Zellen.

Die Zellen der mesenterialen LK werden ebenfalls unter einem Lichtmikroskop gezahlt und
ebenfalls auf die Vitalitat hin geprift. Da in diesem modifizierten Protokoll keine Erylyse

stattfindet, ist darauf zu achten, dass Erythrozyten nicht mitgezahlt werden.

2.2.5 Hapten-spezifische Restimulierung

Um die Hapten-spezifsiche Aktivierung der T-Zellen zu testen, beispielsweise durch eine
gesteigerte Zytokinausschuttung oder eine Proliferation, wird ein Teil der Zellen entweder mit
TNBS-Losung Hapten-spezifisch stimuliert. Ein Teil der Zellen wird gewaschen (4°C; 1500
rpm; 10 min), in 10 mM TNBS/HBSS aufgenommen und 10 min bei Raumtemperatur
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inkubiert. Pro 1 x 107 Zellen werden 1 ml 10 mM TNBS/HBSS hinzugefiigt. Die Abstoppung
der Haptenisierung erfolgt durch Auffullen der 50 ml Greiner-Réhrchen mit kompletten RPMI.
Die Zellen werden anschlieBend 2 x gewaschen (4°C; 1500 rpm; 10 min).

Nach dem Waschen werden die Zellen in 10 ml kompletten RPMI aufgenommen und mittels
Trypan Blau Férbung auf die Viabilitat hin geprift und gezahlt (siehe 2.2.4.1). Es werden 6 x
10° Zellen entnommen und nochmals gewaschen. Der Uberstand wird verworfen und die
Zellpellets in 600 pl RPMI mit 2 % NMS aufgenommen. Die Zellen werden in 200 pl/Well als
Dreifachansatz nebeneinander angesetzt. In die restlichen Reihen der Rundbodenplatte werden
100 pl komplettes RPMI mit 2 % NMS vorgelegt. Durch Heruntertitrieren werden 1 : 2
Verdinnungsreihen angelegt. Die letzte Reihe dient als Medium-Kontrolle. Alle Wells werden
mit kompletten RMPI mit 2 % NMS auf 200 pl aufgeftllt. AnschlieBend werden die Zellen fir
24 h bei 37°C und 5 % CO; im Brutschrank kultiviert.

Als Kontrolle dienen 6 x 10° nicht-Hapten-spezifische restimulierte Zellen (siehe 2.2.4), die

ebenfalls in 1 : 2 Verdlnnungsreihen angelegt und in RPMI + 2 % NMS kultiviert werden.

2.2.6 T-Zell-Proliferationstest

Das AusmaR der T-Zell-Proliferation kann durch einen Proliferationstest ermittelt werden.
Hierbei wird radioaktiv markiertes [*H]-Thymidin dem Kulturmedium hinzugefigt. Das
Thymidin wird in neu synthenisierte DNA eingebaut und kann spéter mit Hilfe eines B-
Szintillationscounter ausgewertet werden. Nach 24 h Kultur im Brutschrank werden die LK-
Zellen mit 1 pCi *H-Thymidin [Methyl-H] gepulst, d.h. pro Well wird 1 Tropfen einer 1:10
verdunnten 3H-Thymidin/RPMI-L6sung hinzugegeben (entspricht 37 kBg/well). Folgend
werden die Zellen fur weitere 16 bis 18 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend werden die
Zellen geerntet. Hierbei werden mit Hilfe eines Zellerntegerétes aus Glasfaser die Zellen auf
einen Filter gespult, wahrend Uberschiissiges *H Thymindin und Medium entfernt wird.
AnschlieBend wird der Filter fur 15 min getrocknet. AnschlieBend werden 10 ml
Szintillationsflissigkeit auf den Filter gegeben und in eine Plastikfolie eingeschweisst. Die
Szintillationsflssigkeit ist in der Lage, Zerfallsenergie (ber die Szintillatormolekile
aufzunehmen. Durch die Ubertragung der Energie auf die Szintillatormolekile werden die
Elektronen dieser Molekile in ein hoheres, instabiles Energieniveau gesetzt. Durch die
Rickkehr auf das Ursprungsenergieniveau wird Energie in Form von Photonen frei, die von
dem B-Szintillationscounters in Form von Lichtblitzen detektiert (counts per minute; cpm)

werden und der Counter so die eingebaute Radioaktivitat indirekt messen kann.
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2.2.7 T-Zell-Anreicherung

Zellpopulationen koénnen mittels Microbeads (Miltenyi Biotec) aus LK-Zellsuspensionen
isoliert werden. Bei den Microbeads handelt es sich um superparamagnetische
Polyesterolklgelchen an deren Oberflache Antikdrper gebunden sind. Diese Antikorper
erkennen auf den Zelloberflachen spezifisch die entsprechenden Antigene. Die aufgereinigten
Zellsuspensionen (siehe 2.2.4) werden dazu mit den Microbeads inkubiert und folgend uber
eine mit Eisenpartikeln gefullte MACS-Zellseperationssaule gegeben, die von einem starken
Magnetfeld umgeben ist. In den folgenden Schritten werden die Saulen gespult und unmarkierte
Zellen kdnnen durch die Saulen ungehindert hindurchflieBen, wahrend die Zellen, die zuvor
mit den Microbeads markiert wurden in der S&ule haften bleiben. Erst nachdem man die Saule
aus dem Magnetfeld nimmt kann man sie herausspiilen. Durch die spezifische Markierung kann
man Zellen positiv anreichern (d.h. die letztendlich gewollte Zielzelle wird markiert und
verbleibt in der Sdule) oder negativ anreichern (d.h. alle Zellen auRRer den jeweiligen Zielzellen
werden mittels Microbeads markiert und in dem Durchfluss befinden sich schlie3lich die

gewollte Zielpopulation).

2.2.7.1 CD4*CD25" Tregs-Anreicherung
Fur die Anreicherung von CD4*CD25" Tregs wurde das CD4"CD25" Regulatory T Cell

Isolation Kit (Miltenyi Biotec) verwendet und laut Herstellerprotokoll durchgefuhrt. Die
wichtigsten Schritte der Zellseperation sind dabei folgende: Aufgereinigte Zellen zuné&chst mit
einem Biotin konjugierten Cocktail bestehend aus folgenden Antikérpern CD8a (Ly-2), CD11b
(Mac-1), CD45R (B220), CD49b (DX5) und Ter-119 inkubiert. Zeitgleich werden Microbeads
hinzugegeben, die mit einem Anti-Biotin Antikoérper konjugiert sind. Die Zellen werden Uber
eine LD Séule gegeben, wodurch alle nicht-CD4" T-Zellen in der Sdule haften bleiben. Der
Durchfluss, der CD4" T-Zellen enthalt, wird aufgefangen. Die CD4" T-Zellen werden mit
einem PE-markierten anti-CD25 Antikorper (Klon: 7D4) sowie Microbeads, die an einen anti-
PE Antikorper gekoppelt sind, inkubiert. Diese werden Uber die Séule gegeben. In der Séule
bleiben nun die CD4"CD25" T-Zellen haften und kénnen, nachdem sie von dem Magnetfeld
separiert wurden, aus der Sdule gedriickt werden. Ein Teil der CD4"CD25" T-Zellen wird
durchflusszytometrisch analysiert, um die Reinheit der Zellen zu Uberprifen. Der Rest der
Zellen kann dann fir weitere Versuche genutzt werden. Waschschritte und Inkubationszeiten

werden genau nach Herstellerangaben durchgefihrt.
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2.2.8 Farbung der Tregs mittels Calcein

Calcein AM (Invitrogen, Darmstadt) ist ein Farbstoff, der sich von der initial gefarbten
Zellpopulation Gber gab junctions auf andere Zellen (bertrédgt. Dadurch ist es mdglich, eine
direkte Zellinteraktion zweier Zellpopulationen zu untersuchen. 1x10’ aufgereinigte
CD4*CD25" Tregs (siehe 2.2.7.1) werden fur 30 min bei 37°C und 5 % CO> im Brutschrank
mit dem Farbstoff Calcein AM inkubiert. Die Konzentration betragt 2 pug/ ml Calcein pro 5 x
108 Zellen/ ml. Im Folgenden wird die Zellpopulation zweimal gewaschen und gezahlt. 1 x10*
Zellen werden durchflusszytometrisch untersucht, um die funktionierende Farbung und
Aufreinigung der CD4'CD25'Tregs zu gewdhrleisten. 2-3 x 10° in 100 upl PBS
Calcein"CD4"CD25" Tregs werden i.v. in die Mduse injiziert.

229 Protokoll zur Depletion CD4*CD25" Tregs mittels PC61

Fir die Depletion CD4"CD25" T-Zellen wurde der anti-CD25 Antikdrper PC61 verwendet.
Hierzu wurde der Antikorper an zwei aufeinanderfolgenenden Tagen mit 75 pg pro Maus i.p.
injiziert. Kontroll-Tiere erhielten dieselbe Menge an IgG-Antikorper als Kontrolle. Die
Depletion und Rickkehr der CD25" T-Zellen ist transient und wurde mittels

durchflusszytometrischer Analyse kontrolliert.

2.2.10  Protokoll zur Depletion von Foxp3* Zellen mittels Diphterie Toxin
in DEREG-Mausen

DEREG-Mause kdnnen durch die Gabe von Diptherie Toxin (DT) von ihren Foxp3* Zellen
depletiert werden. Hierzu wurden DEREG Mé&usen mit 1 ug DT am Tag 1 und 3, gel6st in 150
pl PBS, i.p. injiziert. Kontroll-Tiere erhielt nur PBS. Die Depletion und Riickehr der
CD4*CD25*Foxp3* Tregs wurde mittels Durchflusszytometrie kontrolliert.

2.2.11  Adoptiver Transfer

Aufgereinigte Zellpopulationen wurden intra-venos injiziert. Hierzu wurde die jeweilige
Zellpopulation in 100-150 ul PBS aufgenommen und in die Schwanzvene oder in die Ful3ballen
injiziert. Durch die Warme einer Rotlichtlampe wurden die VVenen hierbei vergroRert, welches
die Injektion erleichtert.
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2.2.12 Durchflusszytometrische Untersuchungen: Prinzip

Zur  Ermittlung der  Expressionsraten  verschiedener  Molekile  wurde  eine
fluoresenzeserologische Untersuchung (Durchflusszytometrie; engl.: Fluoresenz Activated
Cell Sorting = FACS) der jeweiligen Zellen am Durchflusszytometer durchgefiihrt. Markierte
Zellen werden in einem laminaren Probenstrom einzeln an einem Laser vorbeigeleitet. Die
gestreute und reflektierte Strahlung, sowie emittiertes Licht der fluoresenzmarkierten
Antikorper, wird mit Hilfe von Linsen (Fokussierung des Lasers), Spiegeln und Filtern an
Detektoren weitergeleitet und gibt Aufschluss Uber die ZellgroRe, Granularitat und Spezifitat
der gebundenen Antikorper.

Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter; FCS) ist ein MaR flr die Beugung des Lichts. Es steht
proportional zu der ZellgréRe und man kann Aussagen Uber die Grolie der Zelle treffen. Das
Seitwartsstreulicht (Side Scatter; SSC) ist ein MaR flr die Granularitat bzw. die Komplexitat
der Zelle, da das Auftreffen des Lichts an Grenzflachen innerhalb der Zelle zu einem
veranderten Brechungsindex fuhrt. Sind die Zellpopulationen noch mit einem
fluoresenzmarkierten Antikorper spezifisch gefarbt, kann das emittierte Licht ebenfalls
detektiert werden. Der Fluorezenzfarbstoff wird durch einen monochromatischen Laserstrahl
mit der entsprechenden Wellenldnge angeregt. Durch diese Lichtabsorption gelangen die
Elektronen der Fluorochrome in energetisch hohere Energieniveaus. Nach dem Laserimpuls
fallen die Elektronen aus einem angeregten, instabilen Energieniveau auf das Ursprungsniveau
zurlick und geben dabei Energie in Form von Photonen ab. Diese Emissionswellenlénge ist flr
jedes Fluorochrom spezifisch und kann dann von dem Photomultiplier detektiert werden. In
dieser Arbeit wurde als Durchflusszytometer das BD LSR Il (BD Bioscience) verwendet und

die Daten anschlieRend mit der DIVA 6.0 Software ausgewertet.

2.2.12.1 Durchfithrung Standard-Durchflusszytometrische-Messung

Nach dem Zahlen der aufgereinigten Zellen (siehe 2.2.4) werden 1 x 10° Zellen fiir eine
Anféarbung von Oberflachenmolekiilen verwendet. Die Zellen werden mit 120 pul FACS-Puffer
gewaschen (4°C; 1500 rpm; 4 min) und anschlieBend fir 20 min mit 20pl Fc-Block inkubiert,
um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Folgend werden die Zellen erneut gewaschen
(4°C; 1500 rpm; 4 min) und mit dem jeweiligen direkt Fluoresenzfarbstoff-gekoppelten
Antikorper in 20 pl FACS Puffer fiir 20 min im Dunkeln inkubiert. Die Zellen werden 2 x mit
120 ul FACS-Puffer gewaschen (4°C; 1500 rpm; 4 min), um Uberschiissige Antikorper zu
entfernen. Die Zellen kénnen nun noch intrazelluldr gefarbt werden (siehe 2.2.12.2). Folgend
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werden die Zellen in 120 pl FACS Puffer aufgenommen, in FACS-Rundbodenréhrchen

uberfuhrt und am Durchflusszytometer analysiert.

2.2.12.2 Durchfiihrung Intrazelluléire Durchflusszytometrische Messung von Foxp*

T-Zellen

Nach der Farbung der Oberflachenmolekiile wurde fir die intrazellulare Anfarbung von Foxp3*
T-Zellen das Foxp3 Staining Kit (ebioscience) nach Handlerangaben verwendet. Hierzu werden
die Zellen zunéachst fixiert (75 pl FixPerm, 30 min bei 4°C), anschlieBend permeabilisiert
(zweimaliges Waschen (4°C; 1500 rpm; 4 min) mit je 150 pl Permwasch) und mit dem
Antikorper im Dunkeln fur 30 min bei 4°C inkubiert. Folgend werden die Zellen erneut 2 x mit
Permwasch gewaschen (4°C; 1500 rpm; 4 min) und anschlieBend fir die
durchflusszytometrische Analyse in 120 ul FACS Puffer aufgenommen und in FACS

Rundbodenrdhrchen dberfihrt.

2.2.13  ELISA: Prinzip

Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) bietet die Mdglichkeit, biologisch aktive
Substanzen nachzuweisen. Durch einen Farbumschlag in dem sogenannten ,,Sandwich—
ELISA* kann die Zytokinausschiittung der Zellkultur bestimmt werden. In dieser Methode wird
zunichst eine Mikrotiterplatte mit einem Capture-Antikorper (CpA) beschichtet. Um
unspezifische Verbindungen zu vermeiden, wird ein Blockierungspuffer hinzugefugt. Folgend
werden die zu bestimmenden Proben aufgetragen, die mit dem an die Platte gebundenen
Antikorper eine Verbindung eingehen. Nach einem Waschschritt, der Uberschissiges
Probenmaterial entfernt, wird ein zweiter - fiir auf dem Antigen weiteres Epitop spezifischer -
Antikorper (Detektionsantikorper — DA), hinzugefugt. Dieser ist auch an das Reaktionsenzym
(ER) Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt. Uberschiissiger DA wird durch einen
Waschschritt wieder entfernt und anschlieBend der Farbumschlag durch Zugabe eines
Substrates gemessen. Das Reaktionsenzym produziert hierbei die Farbe, die proportional zu
der Menge des Zytokines steht, das eine Verbindung mit dem CpA eingegangen ist. Eine
Standardkurve, welche auf bekannten Konzentrationen eines Antigens basiert, wird erstellt.
Mithilfe dieser Kurve wird die unbekannte Konzentration der Proben bestimmt. Dies erfolgt

photometrisch mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Readers.
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2.2.13.1 ELISA: Durchfiihrung

Vor und nach der Hapten-spezifischen Restimulation (siehe 2.2.4 + 2.2.5) werden 2,4 x 10’
Zellen pro Gruppe auf eine 96-Well-Platte verteilt (1x10° Zellen/ Well), auf 200 pl komplettes
RPMI + 2 % NMS aufgefillt und anschlieBend im Brutschrank bei 37°C kultiviert. Nach 24 h,
48 h und 72 h werden die Uberstinde in 0,5 ml GefaRe uberfiihrt und bei -80°C eingefroren.
Zur Zytokinbestimmung wurden flr den IL-17- und IFN-y —ELISA (ready-set-go! eBioscience)
sowie IL-2 ELISA (OptEIATMSet, Becton Dickinson) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt.
Die ELISA-Sets konnen in ihrer VVorgehensweise, in den Konzentrationen der verwendeten
Substanzen, sowie in den zu verwendenden Volumina Lot-spezifisch abweichen. Daher ist es
erforderlich, dass die entsprechende ELISA-Anleitung beachtet und befolgt wird. Die
Sensitivitat beim IL-2- und IL-17 ELISA liegt bei 10 ng/ml und fur den IFN-y-ELISA bei 50
ng/ml.

Die Vorgehensweise wurde dabei wie folgt durchgefihrt: Die ELISA-Platte wird mit dem CpA
beschichtet und feucht Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag werden die
beschichteten Platten mit ELISA-Waschpuffer gewaschen und anschlieBend durch Ausklopfen
getrocknet. Die Wells werden nun mit Blockierungspuffer (Assay Diluent) versiegelt und 1-2
h feucht bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln inkubiert. Folgend werden die Wells mit
Waschpuffer gewaschen und ausgeklopft. AnschlieBend werden jeweils 100 pl der 1 : 2
verdiinnten Proben (mit dem jeweiligen Medium) bzw. die zuvor angesetzten Standard-
Verdunnungen (1 : 2 Verdlnnungsreihe) als Doppelbestimmung in die Wells pipettiert. Nach
der Inkubation bei 4°C lber Nacht werden die Platten erneut dreimal mit dem Waschpuffer
gewaschen. Zur Detektion der Zytokinausschittung von IFN-y und IL-17 wird fir 1h DA
aufgetragen. Die Platten erneut gewaschen und es wird fir 1 h ER aufgetragen. Bei IL-2 werden
nun ein DA und ER in einem Arbeitsschritt aufgetragen und fiir 2 h inkubiert. Alle Platten
wéhrend der DA und ER Dunkel versiegelt und in feuchter Umgebung bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem Waschen werden bei IL-2 pro Well 100 ul der Farbsubstratlésung
(Farbreagenzkomponenten A und B/Verhaltnis 1:1) pipettiert, bei IL-17 und IFN-y werden 100
pl Subtrat Solution (TMB) aufgetragen. AnschlieRend inkubieren die Platten bei RT kurze Zeit,
wobei eine direkte Lichtexposition zu vermeiden ist. Wenn sich eine Blaufarbung zeigt, wird
die Reaktion mit 2N Schwefelsaure (H2SO4) abgestoppt (50 pl/Well). Innerhalb von 30 min
erfolgt die Absorptions-Messung bei 450 nm und damit die Bestimmung der

Zytokinkonzentration am Photometer.
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2.2.14  Histologie

Zunéchst werden die zuvor in Formalin fixierten Darme (siehe 2.2.3.3) tUber Nacht entwassert.
Hierzu wird zundchst das Fixierungsmittel mit Leitungswasser ausgewaschen. Danach erfolgt
die eigentliche Entwasserung mit einer in der Konzentration aufsteigenden Alkoholreihe mit
Isopropanol (20 %, 40 %, 60 %, 80 %, 90 %, 100 %) fur jeweils 3 min. Daraufhin erfolgt eine
Inkubation des Darms mit Xylol; der Darm wird anschlieend in heil3es Paraffin eingebettet.
Die Einbetttemperatur des verwendeten Paraffins betragt 57°C. Aus dem heillen Paraffin
werden die Gewebe in Blocke gegossen und sind nach dem Erkalten fertig zum Schneiden.
Zum Anfertigen der Schnitte auf 5 pm wird ein Mikrotom benutzt. Die Schnitte werden
anschlieBend auf einen Objekttrager aufgezogen. Im Anschluss werden die Schnitte mittels HE-
Farbung (Hematoxylin/Eosin-Féarbung) gefarbt. Dazu werden die Schnitte in typischer Weise
entparaffiniert und rehydrasiert (absteigende Alkoholreihe fur je 3 min pro Konzentration). Die
Schnitte werden nun fir 3 min mit Hdmatoxylin geféarbt und mit Leitungswasser abgespult. Als
nachstes werden die Schnitte 3 min mit Eosin gefarbt und wieder mit Leitungswasser abgespuilt.
AnschlieBend werden die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe bis hin zum Xylol
entwéssert. Durch einen Tropfen Einschluss-Medium und Bedeckung mit einem Deckglas,
werden die Schnitte dauerhaft konserviert. Durch die Farbung erscheinen Zellkerne blau-violett
und das Zytoplasma rosa. Fasern erscheinen ebenfalls rosa. Die Auswertung der Schnitte erfolgt
durch eine mikroskopische Analyse der Darmschnitte. Zur Bestimmung des Schweregrades der
Entziindung wird ndher auf die Einwanderung von inflammatorischen Zellen, Beschadigung
oder Verdickungen der Darminnenwand, die GeféaRdichte oder der Verlust an Goblet-Zellen
eingegangen'®,

Fur die Immunfluoresenzfarbung der poplitealen LK werden die LK mit flissigem Stickstoff
schockgefrohren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt. Zum Schneiden der
Organe wurde diese auf Metallprobenplattchen mit Gefriereinbettmedium (Tissue-Tek)
aufgebracht und in einem Kyrostat bei -20°C geschnitten (5 um) und mit 4 % Paraformalehyd
fixiert. Die immunhistologische Farbung und Analyse fand in Kooperation mit der AG
Waisman statt. Hierzu wurden die Schnitte nach dem Herstellerprotokoll TSA Cy3, TSA Cy5,
TSA Fluorescein System (Perkin EImer) behandelt. Die Schnitte wurden hierbei Gber Nacht bei
4°C mit dem Priméarantikorper inkubiert. Am ndchsten Tag 3 x fir 5 min mit PBS gewaschen
und flr 30 min bei RT mit biotinylierten, sekundéaren Antikorper inkubiert, erneut 3 x mit PBS
gewaschen und als Kernféarbung mit DAPI (4°6-Diamidino-2-phenyllindol) gegengefarbt. Fir
die Auswertung wurde das Fluoresenzmikroskop Olympus 1X81 (Olympus) verwendet.
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2.2.15 Diabetes-Modell der NOD-Maus

Die NOD-Maus entwickelt spontan ab einem Alter von 6 Wochen einen Diabetes mellitus Typ
I. Das Auftreten der Erkrankung ist stark von dem Geschlecht der Maus abhangig. Ca. 80 %
der Weibchen und nur 20 % der Ménnchen sind nach 30 Wochen diabetisch!!®. In dieser Arbeit

wurden nur weibliche Versuchstiere in die Versuche eingeschlossen.

2.2.15.1 Blutzuckerbestimmung

Bei den NOD-Méusen wird 1 x wdchentlich ab der 4ten Lebenswoche der Glukosewert im Blut
bestimmt. Hierzu werden die Mé&use unter eine Rotlichtlampe gesetzt, um die Durchblutung zu
erhéhen, und an der Schwanzvene mit einer Kanile punktiert. Der Blutstropfen wird von dem
Teststreifen am Blutzuckermessgerét eingezogen und startet die Messung automatisch, wenn
geniigend Blut vorhanden ist. Die Werte werden in mg/dl angezeigt. Eine Maus gilt als
diabetisch, wenn 2 x eine Messung tiber 250 mg/dl betragt.

2.2.15.2 Behandlung mit Insulin

Wird eine NOD-Maus als diabetisch eingestuft, wird sie im weiteren Verlauf mit Insulin
behandelt, um Begleiterscheinungen der diabetischen Erkrankung (Gewichtsverlust,
Polydipsie, Polyurie) abzuschwachen und ein Absterben zu verhindern. Hierzu wird

Langzeitinsulin 1:5 mit NaCl gemischt und 100 ul pro Maus 3 x wochentlich subkutan injiziert.

2.2.16 Statistik

Die Ergebnisse sind als arithmetische Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt. Die
statistische Signifikanz wurde mit Hilfe eines ungepaarten Student‘s t-Test bzw. durch einen
Wilcoxon-Test ermittelt. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant dargestellt und in den
entsprechenden Figuren angegeben: (n.s.= nicht signifikant, *: p=0,05, **: p =< 0,01, ***: p =
<0,001).
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3.1 Die Funktion von Tregs und CD11c* DCs in der
Induktionsphase der NZT

3.1.1 Einfluss der NZT auf eine Kontakthypersensibilitatsreaktion
(CHS)

Durch Studien der Arbeitsgruppe Steinbrink wurde bereits bewiesen, dass die epikutane und
orale Applikation subimmunogener Mengen eines Kontaktallergens, wie z.B. TNCB, zu einer
NZT-Induktion filhrt und so die Entwicklung einer CHS verhindert werden kann’* ™ 8 (siehe
1.1.2). Zur Verstandlichkeit wird hier ein Standardversuch gezeigt, der die Auswirkung einer
Induktion der epikutan induzierten NZT auf die CHS veranschaulicht. Hierzu wurde das
etablierte Standardprotokoll der NZT herangezogen (Abb. 6). Die Méuse werden in Gruppen
unterteilt und erhalten zehnmal auf wechselnde Hautareale 4,5 pug TNCB, gel6st in 15 pl Aceton
Olivendl (AOO) bzw. 15 pl reines Losungsmittel (AOO) durch eine epikutane Applikation.
Gefolgt von einer epikutanen Sensibilisierung mit 450 pg TNCB und Auslésen der
Entzlindungsreaktion mit 45 pug TNCB auf das rechte Ohr.
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NZT-Protokoll CHS-Protokoll
Induktionsphase Effektorphase
Toleranzinduktion (oral, epikutan) In vivo (Ohrschwellung)
l l l l l l l l ll In vitro Assays

Tag1 2 34 56 7 8 910 11 16 17
| \ |
\ \ |
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Ohrschwellung
24)

Sensibilisierung

Abbildung 6: Schematisches Protokoll zur Induktion einer NZT und CHS.

Fur die Induktion einer NZT werden Mause am Abdomen und Riicken rasiert und 8-10 x an jedem zweiten Tag mit
4,5 ug TNCB behandelt. Zur Kontrolle erhélt eine Gruppe reines Lésungsmittel (AOQ). 24 h nach der letzten
Tolerisierung erfolgt die Sensibilisierung mit 450 pug TNCB in AOO auf eine noch unbehandelte Stelle am Abdomen.
5 Tage nach der Sensibilisierung wird die Ohrdicke gemessen sowie 45ug TNCB auf ein Ohr der Maus aufgetragen
(Auslosung). 24 h nach der Ausldsung wird die Ohrdicke erneut bestimmt und so die Ohrschwellung festgestellt (In

vivo Parameter). AuRerdem werden die Haut-drainierenden Lymphknoten entnommen fiir weitere in vitro Assays.

Wie deutlich in Abb. 7A zu erkennen ist, haben die Mé&use, die in der Induktionsphase nur mit
reinen Losungsmittel behandelt worden sind, eine CHS (starke Ohrschwellung) entwickelt. Im
Vergleich dazu bilden Méause, die vor der Sensibilisierung mehrmals 4,5 pg TNCB epikutan
erhalten haben (NZT), eine Toleranzinduktion aus und weisen nur eine geringe Ohrschwellung
auf (Abb. 7A). Als in-vitro-Analyse der Entzindungsreaktion wird der T-Zell-Proliferationstest
genutzt. Es ist bekannt, dass T-Zellen nach Hapten-spezifischer Restimulation aus tolerisierten
Mausen eine verminderte Proliferation aufweisen im Vergleich zu T-Zellen, die aus Mausen

stammen, bei denen keine Toleranz induziert, sondern eine CHS ausgeltst wurde (Abb. 7B ).
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Abbildung 7: Kutane Entziindungsreaktion und T-Zell-Proliferation in der CHS und NZT.

In den Mé&usen wird nach dem Protokoll (Abb. 6) entweder durch wiederholte epikutane Applikation von
subimmunogenen Dosen TNCB (4,5 pg) eine NZT oder in den Kontroll-Tieren nach Behandlung mit dem
Losungsmittel AOO eine CHS ausgelost. (A) Mittelwert der Ohrschwellung in mm-2 (n=5) mit entsprechender
Standardabweichung. (B) Messung der T-Zell-Proliferation ohne (- -) und nach Hapten-spezifischer Restimulation
(=) nach [®*H]-Thymidin-Einbau in die Zellen der axiallaren, inguinalen und zervikalen LK.(***: p = < 0,001).
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3.1.2 Interaktion der CD4*CD25*Foxp3™ regulatorischer T-Zellen mit
CD11c" DCs in den Haut-drainierenden Lymphknoten.

Vorherige Arbeiten konnten darlegen, dass CD4*CD25Foxp3* regulatorische T-Zellen als
auch tolerogene CD8"CD11c™ DCs in der Induktionsphase der NZT maRgeblich an der
Induktion einer NZT beteiligt sind™.

Niedrigzonentoleranz (NZT) Kontakthypersensibilisierung (CHS)

Induktionsphase Effektorphase
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Epidermis
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9) #  iapten-unspezifische -, )) ¥
‘ CD4'CD25"Foxp3* o
g gulatorischo T Zellon Inhibition der
» 9% CHS durch
= E 2 ITNF -Rezeptor 2 @/ Apoptose der
G 58 < CD8* Tt
8 2 i L] / oo o/ ® Effektor T Zellen
83
T Ip apoptotisches
co b\ w TNF
- g »/
Gﬁ? )\(

N-pt -spezifische CDS CD11c’ DC
ulatorische
CDR' Tc2 Zellen

Hapten-unspezifische tolerogene Hapten-spezifische
CD4*CD25*Foxp3* CD8*CD11c* DC regulatorische
regulatorische T Zellen CD8* Tc2 Zellen

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Fragestellung: Interaktion der Tregs mit CD8*CD11c* DCs in der
NZT.

Untersucht wird die Interaktion der hapten-unspezifischen Tregs mit den CD8*CD11c* DCs in der Induktionsphase
der NZT.

Mittels Adoptiver Transfer (AT) Versuche und Immunhistologie in Kooperation mit der AG
Jakob (Freiburg) soll eine vermehrte Interaktion der Tregs mit CD11c* veranschaulicht werden.
Hierzu werden aus zuvor tolerisierten (bzw. l6sungsmittelbehandelten als Kontrolle) Ly5.2
Mausen CD11c" DCs gewonnen und in naive Ly5.1 WT Mause transferiert (Abb. 8). Nach
Sensibilisierung werden Immunhistologien der LK angefertigt, um die Interaktion zwischen
Ly5.2 DCs und Ly5.1 Foxp3* T-Zellen zu analysieren (Abb. 9).
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Abbildung 9: Schematisches Protokoll zur Interaktion von Tregs mit CD11c* DCs mittels Immunhistotologie.
Ly5.2 Mé&use werden 8 x mit 4,5ug TNCB geldst in AOO epikutan tolerisiert (NZT) bzw. mit reinem Lsungsmittel
(AOO; CHS) behandelt (Tag 1-8)(Spendertiere). An Tag 9 werden Ly5.2*CD11c* DCs aus den Spendertieren
aufgereinigt und in die FuBsohlen naiver Ly5.1 Méause (Empfanger) injiziert (1 x 10° Zellen pro Maus). An Tag 11
erfolgt die Sensibilisierung der Empféangertiere mit 450 ug TNCB. Am Tag 13 werden die poplitealen LK
entnommen und immunhistologisch untersucht.

Wie in Abb. 10 zu sehen ist, entsteht eine Clusterbildung der Ly5.2 CD11c*DCs (griine
Farbung) und Ly5.1 Foxp3* Tregs (rote Farbung). AuBerdem zeigt sich, dass Tregs vermehrt
in Kontakt mit DCs aus zuvor tolerisierten Mausen treten als mit DCs aus
I6sungsmittelbehandelten Mausen (Abb. 10A, B). Abb. 10 zeigt hier reprasentativ wie Foxp3*
T-Zellen eng mit den injizierten Ly5.2 DCs interagieren. Um sicherzugehen, dass es sich um
DCs aus Spendertieren handelt, wurde diese zur Kontrolle auRerdem mittels Doppelmarkierung
mit einem Ly5.2 Farbstoff bzw. Foxp3* Tregs mit einem Ly5.1 Farbstoff gefarbt, damit die
Herkunft sichergestellt werden kann. Die Anzahl der Foxp3* Tregs, die sich in unmittelbarer
Néhe der DCs befanden, wurden in 20 resprasentativen histologischen Schnitten ausgezahlt(
Abb. 10C). Hierbei ist eine signifikant hdhere Anzahl der Foxp3* Tregs mit den Ly5.2 DC
vorzufinden, die aus tolerisierten M&usen gewonnen wurden, im Vergleich zu den Zellen aus

I6sungsmittelbehandelten Tieren (CHS).
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Abbildung 10: Interaktion der Tregs mit CD11c* DCs in den Haut-drainierenden Lymphknoten.

Nach dem Transfer der aus tolerisierten oder Kontrolltieren gewonnenen Ly5.2 CD11c* DCs in die Empfangertiere
(Ly5.1) wurde 3 Tage nach der Sensibilisierung die popletialen LK entnommen. Es wurden Schnitte angefertigt
und mit Foxp3 intrazelluldr die Tregs (rote Farbung) und mit CD11c die DCs (CD11c* DCs (griine Féarbung))
immunbhistologisch gefarbt. Dargestellt sind exemplarische Interaktionen von Foxp3* Tregs mit der CD11c* DCs
in (A) CHS- und (B) NZT-Méusen. (C) Durchschnittlichen Anzahl der Interaktionen von Treg mit einzelnen
CD11c* DCs in CHS und NZT. Ausgezéhlt in 20 hochauflésenden Sektionen. (**: p = < 0,01).
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3.13 Die Funktion von gap junctions in der Interaktion zwischen Tregs
und CD11c* DCs

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Tregs einen direkten Einfluss auf die CD11c" DCs
haben und darauffolgend einen tolerogenen Phénotyp auspréagen, der dann auf die Funktion der
CD8* T-Zellen der NZT einwirkt. Es ist bekannt, dass Tregs und CD11c" DCs (lber gap
junctions interagieren'?’. Durch eine Farbung mit dem Farbstoff Calcein ist es mdglich,
Verbindungen die tber gap junctions entstehen nachzuverfolgen, da der Farbstoff bei einem
Kontakt von einer Zelle auf die nichste iibertragen wird®+ 128,

Hierzu haben wir CD4*CD25*Tregs aus tolerisierten (bzw. l6sungsmittelbehandelten) Spender
Mausen gewonnen, mit Calcein gefarbt und in naive Maduse transferiert, die 24 h spater
sensibilisiert werden (Abb. 11).

Induktionsphase

T 012 3 4516 7 8
" L IA I I I O I Effektorphase
1T 1T 1T 1T 1
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. Losungsmittel regs
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Calcein-gelabelten Sensibilisierung
Ly5.2*Tregs

‘h | Durchflusszytometrie

Empfianger derLK
Ly5.1

Abbildung 11: Protokoll zur Untersuchung von Calcein-gelabelten Tregs mit Immunzellen.

Ly5.2 Spendertiere werden mit 4,5 ug TNCB 8 x tolerisiert. Am Tag 9 werden die CD4*CD25* T-Zellen
aufgereinigt und mit Calcein gelabelt. 2-3 x 10° Calcein gelabelete Tregs wurden in Ly5.1 Empfiangerméuse i.v.
transferiert. Am Tag 10 wurden die Ly5.1 Empfangermause mit 450 ug TNCB sensibilisiert. Am Tag 13 wurden
die Haut-Drainierenden LK entnommen und mittels durchflusszytometrischer Analyse untersucht.
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In der durchflusszytometrischen Analyse erkennt man zum einen die initial geféarbten
CD4"CD25"Tregs aus den Spendermdusen wieder, die sich als eine deutliche Population
abheben (Calcein™9" ; rechtes Gate ; Abb. 12).
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse Calcein gelabelter Zellen.

Die durchflusszytometrische Analyse zeigt LK Zellen aus Ly5.1 Empféangermausen. In der Abbildung l&sst sich
erkennen, dass es sich bei den Calcein gelabelten Zellen (Calcein™o rechtes Gate) durch AT transferierte
Ly5.2*CD4*CD25Tregs handelt. Sie sind zu einem gleichen Prozentsatz in den CHS als auch in NZT-M&usen
vorzufinden.

Zellen, die Calcein uber gap junctions in den Empfangermdusen tbertragen bekommen haben,
zeigen eine erkennbare aber deutlich schwéchere Fluoresenz (linkes Gate; Abb. 13). Bei der
Analyse der Immunzellen ist erkennbar, dass CD11c* DCs zu einem deutlich erhohten
Prozentsatz mit Tregs aus tolerisierten M&usen eine Verbindung tber gap junctions eingehen,
im Vergleich zu Tregs aus nicht tolerisierten CHS-Mé&usen (Abb. 13A).

In anderen Immunzellpopulationen wie CD4" T-Zellen (Abb. 13B), CD8" T-Zellen (Abb. 13C)
und B-Zellen (Abb. 13D) ist die Calcein Aufnahme jeweils gleich hoch, unabhéngig davon, ob

die Tregs aus tolerisierten oder nicht tolerisierten Mausen stammen.
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Abbildung 13: Durchflusszytometrische Analyse der Calcein-Ubertragung auf CD11c* DCs, CD4* T-Zellen, CD8*
T-Zellen und B220 Zellen.

Es wird ermittelt, wieviel Calcein die Calcein gelabelten Ly5.2* Tregs (rechtes Gate, siehe Abb. 12) nach CHS
(oberes Panel) bzw NZT-Induktion (unteres Panel) (iber gap junctions auf andere Zellpopulationen (linkes Gate,
schwéchere Calcein® Fluoresenz) Ubertragen wird. (A) Tregs aus NZT Tieren Ubertragen vermehrt Calcein Uber
gap junctions an CD11c* DCs im Vergleich zur CHS Gruppe. In anderen Zellpopulationen, wie (B) CD4* T-Zellen
, (C) CD8* T-Zellen, (D) B220-Zellen, ist die Calcein-Ubertragung zwischen der CHS- und NZT-Gruppe gleich
hoch.

Daraus l&sst sich schliel3en, dass Tregs aus tolerisierten Mausen eine vermehrte (siehe. 3.1.2)
und zudem eine direkte Verbindung tber gap junctions (Abb. 13) mit CD11c" DCs eingehen
und so den tolerogenen Phéanotyp der CD8*CD11c* DCs in der NZT prégen.
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3.2 Induktion einer oralen und epikutanen NZT im
Colitis Modell

Wie in 3.1.1 zu sehen, ist es moglich, eine Tcl-vermittelte CHS durch eine NZT zu verhindern.
Es wird der Frage nachgegangen, ob die NZT auch auf ein anderes Krankheitsmodell
ubertragen werden kann. Hierzu wird das Modell der TNBS-induzierten Colitis herangezogen.
Die beiden Modelle unterscheiden sich auf zelluldrer Basis dadurch, dass die CHS eine CD8"
Tcl-vermittelte Immunantwort in der Haut darstellt, wahrend die Colitis eine CD4* Th1/Th17-

vermittelte Immunantwort im Gastrointestinaltrakt auslost (M. Crohn).

3.2.1 Protokoll

Durch die Induktion einer NZT (ausgel0st durch die orale oder epikutane Gabe von
subimmunogenen Mengen eines Kontaktallergens) wird untersucht, ob eine TNBS-induzierte
Colitis beeinflusst bzw. inhibiert werden kann. Hierzu wurde das Protokoll der CHS/NZT zur
Ausldsung einer TNBS-induzierten Colitis modifiziert (Abb. 14). Der Versuchsaufbau erfolgt
entsprechend dem Standardprotokoll der Colitis'® (Abb. 14). Die Tolerisierungsdosis wird, wie
zuvor beschrieben, 10 x durch eine mit oraler Applikation mit 45 pg TNBS bzw. epikutaner
Applikation mit 4,5 pg TNCB auf immer wechselnde, rasierte Hautareale ausgefuihrt. Die
Sensibilisierungsdosis erfolgt mit 3000 g TNBS auf ein unbehandeltes, rasiertes Hautareal am
Riicken. Die Dosis zum Ausldsen der Entziindungsreaktion betrug 2500 pug TNBS gel6st in 25
% EtOH. Die Aktivitdt der Entziindung und zugehdriger Mediatoren werden durch die
Durchfiihrung einer Mini-Endoskopie und zugehdrigem Endoscore (siehe 2.2.2.2, Abb. 5),
Histologien, die T-Zell-Proliferation und die Zytokin-Produktion ermittelt.
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NZT-Protokoll Colitis-Protokoll
Induktionsphase Effektor Phase
Toleranzinduktion (oral, epikutan) In vivo (Mini-Endoskopie)
Lésungsmittell(Ai)Ol) l l l l In vitro Assays
Tag1 2 34 56 7 8 910 1 16 19

ini-Endoskopie

Rektale
Auslésung

Sensibilisierung

Abbildung 14: Schematischer Versuchsablauf Colitis.

Fur die Induktion einer NZT werden Méause entweder auf wechselnde rasierte Hautareale 10 x tolerisiert (epikutane
NZT-Induktion mit 4,5 ug TNCB in 15 pl AOO) oder erhalten 10 x eine orale Applikation mit 45 pg TNBS in
200 pl PBS an jedem zweiten Tag. Zur Kontrolle dient eine Gruppe, die reines Ldsungsmittel (10 x 15 pl AOQ)
erhdlt. Am Tag 11 erhalten alle Mause eine Sensibilisierung mit 3000 pug TNBS in 100 pul AOO. 5 Tage spéter
erfolgt die rektale Ausldsung der Colitis mit 2500 pg TNBS mit 25% EtOH in 100 pl PBS in den Darm. 72h nach
der Auslésung wird eine Mini-Endoskopie (in-vivo Parameter) durchgefiihrt sowie die drainierenden LK
genommen fir weiterfihrende in-vitro Assays.

322 In vivo Entziindungsreaktion

Abb. 15A zeigt den gepoolten Mittelwert des Endoscores von drei unabh&ngigen Versuchen,
72 h nachdem die Entziindungsreaktion ausgeldst wurde. Wie in Abb. 15A zu sehen ist, gibt es
in den verschiedenen Gruppen einen signifikanten Unterschied in der Starke der
Entzindungsreaktion. Die Colitis-Gruppe, die vor Sensibilisierung und rektaler Auslésung mit
Losungsmittel behandelt wurde, weist mit einem Endoscore von 9,2 (x 2,9) eine mittelstarke
Entziindungsreaktion auf. Die Gruppe, die epikutan tolerisiert wurde, hat mit einem Endoscore
von 3,4 (x 1,6) eine sehr leichte Entziindungsreaktion entwickelt. Gleiches gilt fir die Gruppe,
die oral tolerisiert wurde und einen Endoscore von 3,6 (x 2,2) aufweist. Die Ergebnisse sind
statistisch signifikant mit einer 64 % - (Epikutan tolerisiert) bzw. 61 % - (Oral tolerisiert)
Reduktion in der lokalen Entziindungsreaktion im Vergleich zu der Colitis Gruppe. Abb. 15B
listet die einzelnen Parameter (Stuhl, Gefalie, Fibrin, Granularitat und Durchsichtigkeit) von
einem repréasentativen Versuch auf, aus denen nach Addition der Endoscore fiir jede Maus

entsteht. Auch hier ist zu erkennen, dass jeder einzelne Parameter eine signifikante Reduktion
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der Entzlindungsparameter nach sich zieht, sofern die M&use vor der Colitis-Induktion epikutan

oder oral tolerisiert worden sind.
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Abbildung 15: In vivo-Parameter: Entziindungsreaktion im Darm (Endoscore).

In den Mdausen wird nach dem Standardprotokoll entweder durch epikutane bzw. orale Applikation von
subimmunogenen Dosen von TNCB (Epikutane NZT: 4,5 ug) bzw. TNBS (Orale NZT: 45 pug) eine NZT induziert
oder sie dienen als Kontrolle durch die wiederholte Gabe des Lésungsmittels AOO (15 pl; Colitis). (A) und (B):
Die Auslosung der Entziindungsreaktion erfolgt nach dem Colitis-Standardprotokoll rektal mit 2500 pug TNBS in
25 % EtOH. (A) Mittelwert aus drei unabhdngigen Versuchen des Endoscores mit entsprechender
Standardabweichung (n=21). (B) Es werden die Wertungen der einzelnen Parameter (Stuhl, Granularitét, GefaRe,
Fibrin und Durchsichtigkeit) aus einem von drei unabh&ngigen WVersuchen mit entsprechender
Standardabweichung aufgelistet, aus denen nach Addition das Ergebnis des Endoscores entsteht (n=7). (n.s.= nicht
signifikant, **: p = < 0,01, ***: p = <0,001).

323 Mini-Endoskopie & Histologie

In Abb. 16 werden Bilder, die wéhrend der Endoskopie aufgenommen worden sind (72 h nach
Auslosung der Entziindungsreaktion) bzw. Abbildungen der Histologie als Beispiel fiir die
Durchschnittswerte der Auspragung (Endoscore) der Colitis (Abb. 15A) dargestellt. Im
Vergleich zu den oral und epikutan tolerisierten Tieren erkennt man in der
I6sungsmittelbehandelten Colitis-Maus deutliche Entziindungsmerkmale, die mit vermehrten

Ablagerungen von Fibrin, verminderte Durchsichtigkeit der Darmwand und Formverlust des



Ergebnisse 46

Stuhls einhergehen. Im Vergleich dazu bleibt der Darm der tolerisierten Mause weitesgehend
entziindungsfrei und kann eine relativ normale Darmfunktion aufrechterhalten.

Auch in der Histologie (Abb. 16) kann man Unterschiede in den Entziindungsparametern
zwischen den Gruppen erkennen, die sich durch die Einwanderung von inflammatorischen

Zellen und Verlust der Histoarchitektur auBern.
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Endoskopie
Histologie

Endoscore: 2

Orale NZT
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Abbildung 16: Endoskopie- und Histologiebild entsprechend dem Durchschnitts-Endoscore der jeweiligen
Gruppe.

In den Mé&usen wird entweder durch epikutane bzw. orale Applikation von subimmunogenen Dosen von TNCB
(Epikutan: 4,5 pg) bzw. TNBS (Oral: 45 pg) eine NZT induziert oder dienen durch wiederholte Gabe des
Losungsmittels AOO (15 pl, Colitis) als Kontrolle. Die Sensibilisierung wird durch 3000 pg induziert. Die
Ausldsung der Entziindungsreaktion erfolgt rektal mit 2500 pg TNBS in 25 % EtOH. 72 h nach der Ausldsung
der Entziindungsreaktion werden die Endoskopiebilder aufgenommen und der zugehérige Endoscore ermittelt
(links) sowie der Enddarm entnommen und ein Histologieschnitt mittels H&E Farbung angefertigt (rechts). Der
MaRstab entspricht 150 um. In der Abbildung wird fur jede Gruppe (Oral, Epikutan, Colitis) fiir den Durchschnitts-
Endoscore (ermittelt aus drei unabhdngigen Versuchen (Abb. 15A) reprédsentativ ein Endoskopie- und
Histologiebild dargestellt. Endoskopiebild und Histologiebild stammen jeweils (Colitis = Score: 10; epikutane
NZT= Score: 2; orale NZT= Score: 2) aus derselben Maus.
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324 T-Zell-Antwort

Nach der Endoskopie werden die axiallaren, inguinalen und zervikalen LK entnommen,
aufgereinigt und nach Hapten-spezifischer Restimulation entsprechend dem Protokoll fur die
Messung der T-Zell-Proliferation bearbeitet. Ein exemplarisches Beispiel fur die Ergebnisse
des T-Zell Proliferations-Assays ist in Abb. 17A gezeigt. Hapten-spezifisch restimulierte T-
Zellen aus Haut-drainierenden LK haben die héchste Proliferationsrate, wenn die M&use nicht
tolerisiert worden sind (Colitis). Die Proliferationsrate ist wesentlich niedriger, wenn die Mduse
tolerisiert wurden (epikutan und orale NZT), was auf eine Toleranzinduktion hindeutet.
Unstimulierte T-Zellen (nicht Hapten-spezifisch restimulierte Zellen) aus allen Gruppen
proliferieren unwesentlich und dienen zur Kontrolle (nicht gezeigt).

Ein weiterer in vitro Parameter zur Untersuchung der Kontaktallergen-spezifischen
Immunreaktionen ist die Zytokin-Produktion der T-Zellen nach Hapten-spezifischer
Restimulation aus den gewonnenen Uberstanden (Abb. 17B). Es ist bekannt, dass der TNBS-
induzierten Colitis eine Th1/Th17-Immunantwort zu Grunde liegt, welche durch eine erhéhte
IFN-y, IL-17 und IL-2 Produktion, bedingt durch T-Zellaktivierung, gekennzeichnet ist. Nach
Durchfilhrung des Standardprotokolls lasst sich in den Uberstanden der LK-Zellen der
Colitisgruppe eine vermehrte Sezernierung der Zytokine IFN-y, IL-17 und IL-2 feststellen,

wéhrend die Sezernierung aus T-Zellen nach Induktion der NZT signifikant herunterreguliert

wird.
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Abbildung 17: In vitro-Parameter: T-Zell-Proliferation und Zytokin-Produktion nach Colitis-Standardprotokoll.
In den Méausen wird nach dem Standardprotokoll entweder durch wiederholte epikutane bzw. orale Applikation
von subimmunogenen Dosen von TNCB (Epikutane NZT: 4,5 pg) bzw. TNBS (Orale NZT: 45 pg) eine NZT
ausgeldst oder dienen durch Gabe des Losungsmittels AOO als Kontrolle (Colitis). (A) Die Messung der T-Zell-
Proliferation nach Hapten-spezifischer Restimulation nach [3H]-Thymidin-Einbau in die Zellen der axiallaren,
inguinalen und zervikalen LK. (B). Nach dem Ausldsen der Entziindungsreaktion werden die Zellen der axiallaren,
inguinalen und zervikalen LK Hapten-spezifisch restimuliert, kultiviert und die Uberstande nach 24, 48 und 72 h
entnommen und auf ihre Zytokin-Produktion (INF-y, IL-2 und IL-17) hin untersucht. (n.s.= nicht signifikant, *: p
=<0,05, **: p =<0,01, ***: p =<0,001).
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3.3 Waéhrend der Induktions-Phase der NZT sind
regulatorische T-Zellen fir die Inhibition der

Colitis notwendig

Regulatorische T-Zellen spielen in einer Vielzahl immunologischer Prozesse eine Rolle.
Dementsprechend wird die funktionelle Rolle der CD4"CD25"Foxp3™ T-Zellen untersucht.
Zunéchst wird die relative Anzahl der Tregs in den verschiedenen Gruppen von oral, epikutan
und nicht tolersierten Tieren nach Colitis-Induktion mittels durchflusszytometischer Analyse

der Haut-drainierenden sowie der mesenterialen LK untersucht.

A
n.s. n.s
u‘g’, 14 = n.s. n.s
L
= 12 4
b =
2 " O = m
514 _m fo | am 8 -
s p=c=n =T | e 0o
o 5 [w] a"h = e
§ 8 o : = B cColitis
g 6 - B Epikutane NZT
8 4 4 Orale NZT
)
T,
=
0
Haut-drainierende LK Mesenteriale LK
B
Haut-drainierende Lympknoten

% Colitis Epikutane NZT Orale NZT
>
g [88% 8% | 91%
w o . = s

% T . ? Liitd | | f My T, .
1442 o 464 w o 0
C CD25
Mesenteriale Lympknoten

'éi e .

._ Colitis Epikutane NZT Orale NZT
> -
g- [84% [[9.4% | 93%
w = e ;

CD25

Abbildung 18: Anzahl der Tregs nach oraler und epikutaner NZT-Induktion im Vergleich zur Colitis.

In der Induktionsgsphase werden die Mé&use mit 15 pl reiner AOO-L6sung (Colitis) oder mit 4,5 pg TNCB/15 pl
AOO (epikutane NZT) oder 45ul TNBS/200 pl PBS (orale NZT) behandelt. Am 11. Tag wird die Sensibilisierung
mit 3000 pg TNBS in 150 pl AOO (1:4) durchgefiihrt. Finf Tage spéter erfolgt die Auslésung mit einer Dosis von
2500 pg TNBS in 25 % EtOH/H,0-Lbésung. Es werden die Haut-drainierenden und mesenterialen LK in einzelnen
Mausen mittels Durchflusszytometrie auf ihre CD4*CD25*Foxp3* Expression untersucht. (A) Zusammenfassung
der Einzelwerte der Treg Expression in 6 Mausen pro Gruppe in Haut-drainierenden und mesenterialen LK. (B,
C) Représentatives Beispiel der CD4*CD25"Foxp3* Farbung in der epikutanen NZT-, oralen NZT- sowie Colitis-
Gruppe der (B) Haut-drainierenden und (C) mesenterialen LK. (n.s.= nicht signifikant).
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In der durchflusszytometrischen Analyse wurden keine Unterschiede zwischen den
I6sungsmittelbehandelten und den tolerisierten Mdausen nach einer Colitis-Induktion in den
Prozentzahlen der Tregs gefunden (Abb. 18).

Es ist jedoch mdglich, dass die Rolle der Tregs nicht von einer steigenden Anzahl sondern
vielmehr von ihrer méglicherweise gesteigerten suppressiven Aktivitat abhangt. Im Folgenden
wird durch Depletion wéhrend der Induktionsphase (anti-CD25-Antikorper (PC61), Depletion
der Foxp3* T-Zellen in DEREG Mausen) deren funktionelle Rolle in der NZT bestimmt.

3.3.1 Depletion CD25" Tregs durch Gabe eines anti-CD25-Antikdrpers
(PC61)

Um die Rolle von CD4*CD25" T-Zellen in der NZT der Colitis zu untersuchen, werden diese
Zellen durch Injektion eines anti-CD25-Antikorpers depletiert. Wie in der Literatur
beschrieben'?®** wurde zur Depletion von CD4'CD25" T-Zellen auch in den hier
beschriebenen Experimenten der anti-CD25 monoklonale Antikérper (mAb) Klon PC61

eingesetzt.

3.3.1.1 Protokoll

Je 0,75 mg des anti-CD25-Antikorpers oder ein 1gG Antikorper als Kontrolle wurden durch
zweimalige Gabe vor der ersten epikutanen oder oralen Tolerisierung intraperitoneal appliziert.
Erst nach Riickkehr dieser der CD25* T-Zellen wird die Effektorphase durch Sensibilisierung
und Ausldsung der Entziindungsreaktion ausgefuhrt (Abb. 19), um einen Effekt der Depletion

auf die Sensibilisierungsphase auszuschlielRen.
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Abbildung 19: Zeittafel des modifizierten Colitisversuch zur Depletion der CD25* T-Zellen.

Die i.p. Injektion von 75 g des anti-CD25 mAK PC61 zur Depletion der CD25" T-Zellen bzw. eines Kontroll-
1gG Antikorper werden jeweils am Tag -1 und Tag O durchgefiihrt. Zwei Tage spater wird mit der Tolerisierung
durch 4,5 pg TNCB in 15 pl AOO, 45 pg TNBS in 200ul PBS oder mit 15 pl reiner AOO-Applikation begonnen.
Mittels Durchflusszytometrie wird am Tag 2 und 12 die Depletion bzw. am Tag 26 die Riickkehr der CD25* T-
Zellen tberpruft. An 26. Versuchstag alle Méuse, durch eine 1:4 Verdiinnung aus 3000 pg TNBS in 150 pl AOO,
sensibilisiert. Nach fiinf Tagen wird die Colitis mit 2500 pug TNBS in 25% EtOH/H,O Ldsung rektal ausgelost.
Drei Tage spater erfolgen die Endoskopie und Colon-Entnahme fiir die Histologie sowie die LK-Entnahme fur die
in vitro Tests.

3.3.1.2 Treg-Depletion

Das Ausmall der Depletion wéhrend der Tolerisierungsinduktion (Tag 3 und 12) und die
Rickkehr (Tag 26) werden durchflusszytometrisch bestimmt. Diese Messung erfolgte unter
Verwendung eines nicht kreuzreaktiven Antikorpers (Klon 7D4) (Abb. 20). Hierbei wurde
zunéchst auf die CD4" T-Zellen gegated (33,7 %, bezogen auf das FSC/SSC Gate) und dann
auf die CD25"Foxp3* Zellen. Diese wurden vom Tag 0 (Kontrolle) von 10,1 % auf 0,1 % am
Tag 3 bzw. 0,2 % am Tag 12 (Phase der Toleranzinduktion) durch die zweimalige Gabe von
PC61 reduziert. An Tag 26 sind die CD4*CD25"Foxp3* T-Zellen mit 8,2 % fast vollstandig
zurickgekommen und die Mause wurden am folgenden Tag sensibilisiert. So kann von einer

Depletion ausschlieRlich wahrend der Tolerisierungsphase ausgegangen werden.
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Abbildung 20: Durchflusszytometrische Analyse der CD4*CD25"Foxp3* T-Zellen nach anti-CD25 mAb Gabe.
Wie in Abb. 19 beschrieben, erhalten die Mause 75ug des anti-CD25 mAb PC61 am Tag -1 und Tag 0. Die
Depletion der CD4*CD25*Foxp3* T-Zellen wird mittels Durchflusszytometrie am Tag 3 und 12 (Zeit der
Tolerisierung) und die Ruckkehr am Tag 26 (vor der Sensibilisierung) tberpruft. Zur Auswertung der CD4*
Populationen auf CD25 und Foxp3 Marker werden Plots mit der Diva 6.0 Software erstellt Die Daten werden
exemplarisch fur insgesamt 6 einzelne Versuche dargestellt.

3.3.1.3 1In vivo Entziindungsreaktion

Die Auswertung der in vivo Entzundungsreaktion durch die Endoskopie zeigt nach der
Sensibilisierung und dem Auslésen der Entziindungsreaktion in den IgG-behandelten Kontroll-
Gruppen, wie zu erwarten, eine NZT nach oraler oder epikutaner Vorbehandlung mit
subimmunogenen Dosen von TNBS (oral, Abb. 21A, B) bzw. TNCB (Epikutan, Abb. 21A, C),
bzw. eine Colitis in den Losungsmittel-behandelten Tieren. Auch in den mit PC61-Antikdrper-
behandelten Tieren, die nur Losungsmittel erhalten haben, fihrte die Auslsung einer Colitis
zu einer vergleichbar hohen Entziindungsreaktion im Darm wie in den Colitis-Kontroll-Tieren
(Abb. 21). Die signifikante Erhdéhung der Entzindungsreaktion ist in jedem einzelnen
Parameter des Endoscores zu erkennen, mit Ausnahme der oral tolerisierten NZT-Gruppe, bei
denen in den Gefalien keine signifikante Verminderung der Entziindungsreaktion in Bezug auf
die Colitis-Gruppe zu erkennen ist (Abb. 21).
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Abbildung 21: Vergleich des Gesamt-Endoscores und den jeweiligen Einzelparametern nach anti-CD25-Depletion
in der oralen und epikutanen NZT.

Am Tag 0 und -1 werden die Tregs mit 75 ug anti-PC61-Antikorper (in 100 pl PBS) depletiert oder mit 75 pg (in
100 pl) eines 1gG-Antikorper zur Kontrolle behandelt. Danach werden die Mé&use tolerisiert (8 x 45ug TNBS/200
ul PBS); (orale Toleranzinduktion) 4,5 ug TNCB/15 pl AOO (Epikutane NZT) oder mit reiner AOO-L6sung
(Colitis) behandelt und danach mit 3000 pg TNBS in 150 pl AOO sensibilisiert. Das Auslésen der Colitis findet
flnf Tage nach der Sensibilisierung, tber eine rektale Verabreichung von 2500 ug TNBS mit 25 % EtOH/H.0
Losung statt. Nach drei Tagen wird die endoskopische Untersuchung durchgefiihrt. (A) Mittelwerte der gepoolten
Gesamt-Endoscoredaten aus zwei (orale Toleranzinduktion) oder drei (epikutane Tolleranzinduktion)
individuellen Versuchsansétzen. (B) Mittelwerte der Einzelparameter nach (B) oraler Toleranzinduktion und (C)
nach epikutaner Toleranzinduktion. (A-C) (n.s.= nicht signifikant, **: p = < 0,01, ***: p = <0,001).
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3.3.1.4 Mini-Endoskopie & Histologie

In Abb. 22 sind Momentaufnahmen zu sehen, die wahrend der rektoskopischen Untersuchung
aufgenommen wurden bzw. Aufnahmen von der Histologie des Enddarms aus den Versuchen
dargestellt, die eine orale oder epikutane Toleranzinduktion bzw. nur Losungsmittel als Colitis-
Kontroll-Tiere erhalten haben (Abb. 22A, B). Es werden hierbei exemplarisch Abbildungen
dargestellt, die entweder mit dem Kontroll-Antikdrper 1gG oder dem anti-CD25 Antikorper
PC61 behandelt wurden. In den Aufnahmen der Endoskopie erkennt man deutliche
Entzindungsmerkmale in den Colitis-Kontroll-Gruppen wie z.B. Ablagerungen von Fibrin
sowie einen formbaren (durch die Kamera) leicht eingedrickten Stuhl, auBerdem eine
verstarkte Veréstelung der Gefélie, die sich durch eine deutliche R6tung der Darmwand zeigt.
Zudem weisen die Mukosaoberflachen der Colitis-Kontroll-Gruppen eine verstérkte
Granularitat auf. (siehe Abb. 22A, B; Gruppe: Colitis 1gG). Der Endoscore bei NZT-1gG-
Induktion wird ebenfalls beispielhaft an jeweils einer Maus gezeigt (Abb. 22A, B). Es ist eine
relativ transparente Darmwand zu sehen, die eine durchsichtige, sehr glatte (kaum granulare)
Mukosaoberflache aufweist. Die Blutgefalie sind in der Mukosa nur leicht angedeutet und es
hat sich kein Fibrin auf ihr abgelagert. Auch der Stuhl ist solide (Abb. 22A). Der Endoscore
betrug hier 1,5 (Abb. 22A) bzw. 0 (Abb. 22B), und entspricht somit keiner
Entzindungsreaktion im Darm nach NZT- Induktion. Die Gruppen, deren Tregs depletiert
wurden, jedoch keine Tolerisierung erhalten haben, zeigen &hnliche Symptome wie die Colitis-
IgG-behandelten Kontrolltiere. Auch hier erkennt man eine Entziindungsreaktion mit starker
Fibrinbildung, aulerdem eine Verdickung der Darmwand die keine Durchsicht mehr zulésst.
Im Vergleich sind die Tiere, die mit dem anti-CD25-Antikorper behandelt wurden und
zeitgleich noch epikutan und oral tolerisiert wurden, stérker erkrankt als die Colitis-Gruppen.
Man erkennt auf den Einzelaufnahmen, dass die Darmwand undurchsichtig ist, es zu einer
massiven Fibrinablagerung kommt und der Stuhl formlos verteilt im Darmtrakt vorzufinden ist.
Auch in den Histologieschnitten sient man korrelierend zu den Momentaufnahmen der
Endoskopie, dass die Histostruktur der Darmschleimhaut der Colitis IgG Gruppe (Abb. 22A)
fast vollstandig aufgehoben ist. Darmzotten sind nur noch vereinzelt erkennbar und die Mukosa
(Laminapropria mucosae) ist stark durch infiltrierende Lymphozyten charakterisiert. Auch der
Schnitt der Colitis-IgG Gruppe in Abb. 22B ist durch degenerierte und konfus angeordnete
Krypten verdndert. Die Krypten selbst sind durch infiltrierende Lymphozyten charakterisiert

und die Anzahl an Becherzellen ist stark vermindert.
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Abbildung 22: Endoskopie und Histologie nach Depletion der Tregs wéhrend der Toleranzinduktion.

Die Mause werden nach dem beschriebenen Protokoll

behandelt.

72 h nach dem Auslosen der

Entzliindungsreaktion wird durch eine Endoskopie der Entziindungsstatus festgestellt (rechts). Es wird nach den
Parametern Stuhl, GefaR3, Fibrin, Granularitit und Durchsichtigkeit ausgewertet. Jedem Parameter wird ein Wert,
je nach Schwere der Entziindung, zwischen O (keine Entziindungszeichen) bis 3 (starke Entziindungszeichen)
zugeordnet (siehe 2.2.2). Die Werte werden addiert, so dass jede Maus einen Score zwischen 0 und 15 erhalt. Auf
der linken Seite sind H&E-Farbungen von Darmproben zu sehen, die aus Mausen stammen, die den jeweiligen
Endoscore besitzen: (A) Endoskopie und H&E Farbung der histologischen Schnitte des Enddarms nach
Behandlung mit 1gG-Kontrollantikdrper oder Treg Depletion mittels anti-CD25 Antikérper (PC61) wéhrend der
(A) oralen oder (B) epikutanen Toleranzinduktion. Der MaRstab der histologischen Schnitte entspricht 150 pum.
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Ein &hnliches Bild ist in den Schnitten der PC61-behandelten Colitis-Kontroll-Gruppe sowie in
der tolerisierten und PC61-behandelten Tiere zu erkennen. Die Histostruktur ist in diesen
Gruppen stark veréndert und degeneriert. Alle weisen eine Lymphozyteninfiltration in der
Muskosa und Submukosa auf. Becherzellen sind gar nicht bis kaum vorhanden und im Lumen
sind zahlreiche fibrdse Stukturen zu erkennen. Im Gegensatz dazu zeigen sich die Histologien
der oral- und epikutan tolerisierten Maus pathologisch unaufféllig. Die Krypten weisen eine
geordnete Struktur mit zahlreichen Becherzellen auf und zeigen dementsprechend wie in der
Endoskopie keine sichtbaren Zeichen einer Entziindungsreaktion in der Colitis. Die
Auswirkungen einer massiven Entzindungsreaktion sind in den tolerisierten und PC61-
behandelten M&usen auch im histologischen Schnitt auszumachen. Die strukturelle Integritat
der Mukosa ist aufgrund degenerierter Krypten und Becherzellen kaum noch vorhanden und in
den Lumen sind fibrdse Strukturen erkennbar. Somit liegen im Vergleich zu der tolerisierten
Kontroll-Maus mit 1gG-Injektion verstérkte histopathologische, sowie klinische Anzeichen
einer Entzlindungsreaktion vor. Nach Depletion der CD4"CD25" T-Zellen verlieren die Maduse
die Maglichkeit durch eine Hapten-spezifische Toleranzinduktion vor einer Colitis geschitzt

Zu werden.

3.3.1.5 T-Zell-Antwort

Die Ergebnisse der in vivo Analysen und Histologien werden durch die in vitro Analysen der
T-Zell-Antwort bestatigt. Die Lymphozyten werden in vitro mit einer 10mM TNBS Lodsung
Hapten-spezifisch restimuliert und die Proliferation mit Hilfe des H-Thymidin Assays
bestimmt und hier exemplarisch aus einem Versuch dargestellt (Abb. 23A, B). Wie schon zuvor
gesehen, zeigen die T-Zellen aus oral (Abb. 23A) oder epikutan (Abb. 23B) tolerisierten Tieren
nach Hapten-spezifischer Restimulation eine verminderte Proliferation im Vergleich zu T-
Zellen, die eine Colitis-Induktion erhalten haben. Die T-Zellen aus den Mé&usen, die von den
Treg depletierten Colitis-Tieren stammen, weisen eine geringfugig hdhere Proliferation auf als
die 1gG-Kontroll-Tiere (Colitis). Mé&use, die jedoch tolerisiert wurden und wéhrend ihrer
Tolerisierungsphase von den Tregs depletiert wurden, zeigen eine weitaus hohere
Proliferationsrate als die aus lIgG-behandelten tolerisierten Kontroll-Tiere stammenden T-
Zellen. Auch im Vergleich zu den Mausen, die eine Colitis-Induktion erhalten haben,
proliferieren die T- Zellen stérker. In den epikutan tolerisierten Mé&usen sogar doppelt so hoch
im Vergleich zu den Colitis-Gruppen. Die Proliferationsrate der unhaptenisierten (nicht-
restimulierten) T-Zellen dient zur Kontrolle und weist in allen Versuchen ein sehr niedriges

Niveau auf (nicht gezeigt).
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Abbildung 23: T-Zell-Antwort nach Depletion von CD4*CD25" Tregs wahrend der Toleranzinduktion.

IFN-y

IL-2 (pg/ml)

Colitis
Epikutane NZT

OOmEMm

Colitis - Treg Depletion
Epikutane NZT — Treg Depletion

Nachdem die CD4*CD25" Tregs an Tag 0 und -1 depletiert werden bzw. mit einem IgG-Kontroll-Antikorper
behandelt wurden, beginnt die achtmalige Applikation 45 pl in 200 pl PBS (A,C orale Toleranzinduktion) bzw.
4,5 pg TNBS in 15 pl AOO (B,D epikutane Toleranzinduktion) oder 15 pl reiner AOO Ldésung (Colitis). Die
Mause werden am 26. Tag sensibilisiert (3000 pg TNBS/150 pl AOO) und am Versuchstag 32 mit der Colitis-
auslésenden Dosis (2500 pg TNBS mit 25% EtOH/H,0) behandelt. Nach 72 h werden die T-Zellen der Haut-
drainierenden LK aufgereinigt, Hapten-spezifisch restimuliert und kultiviert. (A, B) Es wird die Zellzahl in
Abhangigkeit der gemessenen *H- Thymidinsignale (counts per minute) dargestellt. (C, D) Die Ubersténde der T-
Zellen werden nach 48 h entnommen und auf die Zytokin-Produktion von IFN-y und IL-2 hin untersucht. (A-D)
Gezeigt wird ein reprdsentatives Experiment von zwei (orale Toleranzinduktion) bzw drei (epikutane

Toleranzinduktion) Versuchen.



Ergebnisse 57

Als weiterer in vitro Parameter wurde auch hier die T-Zell-Zytokin-Produktion aus den
Uberstianden der LK-Zellen nach Restimulation in beiden Versuchsansatzen (orale und
epikutane Toleranzinduktion) bestimmt (Abb. 23C, D). In der mit dem IgG-Kontroll-
Antikorpern-behandelten Tieren der Colitis-Gruppe erkennt man eine hohere IFN-y
Sezernierung als auch IL-2 Produktion, wéhrend nach Toleranzinduktion nur eine geringe
Menge dieser Zytokine nachweisbar sind. Dieses Ergebnis wurde auch schon in Abb. 17 gezeigt
und demonstriert somit ein typisches Zytokinprofil einer NZT. In den Treg-depletierten Tieren
ist die Ausschittng der Zytokine IFN-y und IL-2 &hnlich hoch wie in der Colitis-Kontroll-
Gruppe. In dem Versuch der epikutanen Toleranzinduktion ist die Ausschittung von IFN-y in
der Colitis—Treg Depletions Gruppe erhoht. Im Vergleich zur NZT-Gruppe ist die Sezernierung
von IFN-y und IL-2 deutlich erhoht, sobald die Tiere zuvor mit dem PC61-Depletions-
Antikdrper behandelt wurden. Dies bestétigt die bereits erwahnten Daten und es wird durch die
Zytokinbestimmung noch deutlicher, dass sich keine NZT nach Depletion der CD25" T-Zellen
wahrend der Induktions-Phase ausbilden kann, da die Produktion der Zytokine nicht vermindert
sondern stark erhoht ist.

Die Induktion der Colitis in Tieren, die zuvor subimmunogene Mengen des Kontaktallergens
erhalten haben, flhrte in den CD25-depletierten Tieren zu einem signifikant stérkeren
Krankheitsverlauf sowohl in den epikutan als auch in den zuvor oral tolerisierten Tieren. Um
zu Uberprifen, ob diese aufgehobene NZT-Reaktion tatsdchlich auf das Fehlen von
CD4*CD25" Tregs zurlickzufiihren ist und nicht auf die Depletion anderer CD25-
exprimierender Zellen (z.B. aktivierter CD25" T-Zellen) wurden zur formellen Uberpriifung
DEREG-Mduse verwendet und diese mittels Diphterie Toxin Gabe von ihren
CD4*CD25*Foxp3* Tregs depletiert.

332 Depletion Foxp3* Tregs durch die Gabe von Diphterie Toxin in
DEREG Mausen

Um formell zu Gberprifen, dass es sich bei den CD4*CD25* Zellen um Foxp3* Tregs handelt
haben wir einem weiteren Versuchsansatz eine Reportermaus (DEREG-Maus (BAC- transgene
Maus)) herangezogen. Im ersten Exon des foxp3-Lokus enthé&lt sie neben der kodierenden
Region des GFP, den kodierenden Bereich des Diphtheria Toxin Rezeptors (DTR)**®. Der DTR
bietet die Mdoglichkeit, Foxp3-exprimierende Zellen gezielt durch die Gabe von Diphtheria-
Toxin (DT) zu depletieren. Daher stammt der Name DEREG-Maus (depletion of regulatory T

cells).
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3.3.2.1 Protokoll

Der Versuchsansatz wurde &hnlich durchgefuihrt wie der beschriebene Versuchsansatz in 3.3.1,
jedoch mit einigen Anderungen (Abb. 24). Die DT-Gabe erfolgt mit 1 pg pro Maus jeweils am
Tag 0 und 3. Die Mause wurden zweimal téglich tolerisiert und die Tolerisierungsphase wurde
auf 4 Tage gekiirzt. Dies ist nétig, da das DT die Foxp3™ Zellen zum einen nur kurzzeitig
depletiert und von einer langerfristigen DT-Gabe jedoch abzusehen ist, da die Mé&use sehr

empfindlich auf das DT reagieren.
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Abbildung 24: Protokoll zur Depletion der Foxp3* Tregs mit DT in DEREG-M&usen wéhrend der Induktionsphase
der NZT.

In den Kontroll-Gruppen wird eine epikutane NZT bzw. Colitis ausgeldst, nachdem sie mit PBS i.p. injiziert
wurden. Zwei weiteren Gruppen wird vor Induktion und am Tag 3 der epikutanen NZT bzw. Ldsungsmittel-
Behandlung der Colitis Gruppe, Diptherie Toxin (DT) (1ug/ Maus) i.p. injiziert. Am néchsten Tag wird die
Reduktion der Tregs mittels Durchflusszytometrie (B) bestétigt. Da die Depletion der Tregs kurzzeitig ist, muss
die Tolerisierungsphase gekirzt werden und die Méuse werden achtmal zwischen Tag 1-4 tolerisiert. Am Tag 8
wird durch eine weitere durchflusszytometrische Analyse die Riickkehr der Zellen bestatigt (B), die Mause
sensibilisiert und funf Tage spater durch das Kontaktallergen eine Entziindung im Darm ausgeldst. Die Mini-
Endoskopie wird 72 h nach der Entziindungsreaktion gemessen, anschlieend die drainierenden LK entnommen
und fur weitere in vitro-Experimente gepoolt

3.3.2.2 Depletion der Tregs

Wieder wurde die Depletion der Foxp3 Tregs wahrend der Tolerisierungsphase mittels
durchflusszytometrischer Analyse Uberprift (Abb. 25). Zunachst wurde auf CD4" T-Zellen
gegated (21,5 %) und dann weiterfiihrend auf die CD25"Foxp3* doppelt positiven Zellen. Die
DT-Gabe fuhrte zu einem Riickgang von 12,2 % in der Kontroll-Gruppe an Tag 0 auf 0,4 % am
Tag 1 bzw. 0,3 % am Tag 4. Am Tag 8 ist bereits die vollstandige Riickkehr der Foxp3* T-
Zellen zu erkennen mit 14,3 %. Nach der festgestellten Riickkehr der Foxp3 positiven Zellen
wurde dann die Sensibilisierung und Auslésung laut Standardprotokoll durchgefiuihrt. Der

Versuchsansatz wurde in diesem Fall nur mit der epikutanen Toleranzinduktion durchgefunhrt.
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Abbildung 25: Durchflusszytometrische Analyse der Depletion der CD4*CD25*Foxp3* T-Zellen nach DT-
Behandlung in DEREG-M&usen.

Die drainierenden LK aus den DT- bzw. PBS-behandelten Tieren werden am Tag 1, 4 und 8 entnommen und
mittels einer durchflusszytometrischen Messung auf die Depletion und Rickkehr der CD4*CD25* FOXP3* T-
Zellen untersucht. Anzahl aller CD4* T-Zellen bezogen auf alle gemessenen Zellen (oberes Panel). Anzahl der
CD25*Foxp3* T-Zellenam Tag 1, 4 und 8, gegated auf CD4* T-Zellen. Abgebildet ist ein représentatives Beispiel
von zwei unabhéngigen Versuchen.

3.3.2.3 In-vivo Entziindungsreaktion und T-Zell-Proliferation

Auch in diesem Versuch erkennt man, dass in der PBS-Kontroll-Colitis-Gruppe (Endoscore 7)
als auch in der DT-behandelten-Colitis-Gruppe (Endoscore 8) eine Entziindung im Darm von
etwa derselben Stéarke entstanden ist (Abb. 26A). Bei der epikutan tolerisierten Kontroll-Gruppe
ist hingegen nur eine leichte Colitisreaktion mit einem durchschnittlichen Endoscore von 4 zu
erkennen. Die Tiere, die wahrend der Abwesenheit der Foxp3* Tregs epikutan tolerisiert
wurden, zeigen hingegen eine Uberschielende Entzindungsreaktion im Darm mit einen
durchschnittlichem Endoscore von 11. Auch in der T-Zell-Proliferation der epikutan und mit
DT-behandelten Gruppe &uRert sich mit einer sehr stark berschieRenden T-Zell-Proliferation
nach Hapten-spezifischer Restimulation im Vergleich zu den Colitis-Kontroll-Gruppen
(Colitis-PBS und Colitis-Treg Depletion) als auch der Kontroll -NZT-Gruppe (Abb. 26B).
Zwar ist die Verminderung der T-Zell-Proliferation in den NZT-Gruppe in diesem Versuch
nicht sehr stark ausgepragt, spiegelt aber die nicht sehr starke Verminderung in dem Endoscore

wider. Generell war in den DEREG-Mausen ein starkerer Krankheitsverlauf zu erkennen. Eine
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direkte Erkldrung konnte dafir jedoch nicht gefunden werden. Die verstéarkte
Entzundungsreaktion in den Treg-depletierten Mdusen, die epikutan tolerisiert worden sind,
bestatigt die Daten aus Punkt 3.3.1, dass die CD4*CD25Foxp3*Tregs einen wichtigen

Bestandteil fur die Induktion einer NZT zur Verhinderung einer Colitisreaktion darstellen.
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Abbildung 26: Endoskopie und T-Zell-Proliferation nach Depletion der CD4*CD25*Foxp3* T-Zellen mittels DT
in DEREG-Méausen in der Induktionsphase der NZT zur Prévention einer Colitis.

In den Mé&usen werden wie in Abb. 24 beschrieben die Foxp3® Tregs depletiert und die Mause wurden
anschliefend mit 4,5 pug TNCB in 15ul AOO an zwischen Tag 1 und zweimal taglich tolerisiert bzw. mit reinem
Loésungsmittel behandelt. Folgend werden die Tiere sensibilisiert und die Colitis ausgeldst. 72 h spéter erfolgt die
Mini-Endoskopie (A). Gezeigt werden gepoolte Daten aus zwei unabhéngigen Versuchen. Nach der Mini-
Endoskopie werden die Haut-drainierenden LK entnommen, aufgereinigt und kultiviert und die T-Zell-
Proliferation nach I3H]-Thymidin-Einbau (cpm)(B). Gezeigt wird ein reprasentatives Ergebnis aus zwei
unabhéangigen Versuchen. (*: p <0,05; ***: p <0,001).

3.3.3 IL-10 ist notwendig fur die NZT zur Verhinderung der Colitis

Im Folgenden sollte festgestellt werden, ob das Zytokin IL-10 mafgeblich an der Entstehung
einer NZT im Rahmen der Colitits-Pravention beteiligt ist. Hierzu wurden 1L107- Mause auf
C57/BL6/) Hintergrund herangezogen und mit ihnen ein Colitisversuch nach dem
Standardprotokoll der Colitis/NZT Reaktion im Vergleich zu WT C57/BL6/J Méusen ausgeldst
(Siehe 3.2; Abb. 14). In den WT-Mausen ist der bereits bekannte Verlauf der NZT zu erkennen.
(Verstéarkte Entzlindungsreaktion in der Colitis-Gruppe und signifikante VVerminderung der
Entziindungsreaktion in den oral und epikutan tolerisierten Gruppen). Im Vergleich konnte in
den IL10" keine orale oder epikutane NZT ausgelost werden, da die Entziindungsreaktion in
der Endoskopie in den 1L107" Mé&usen als vergleichbar in der Colitisgruppe bewertet wurde
(Abb. 27A).
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Abbildung 27: IL-10 ist notwendig fur die epikutane und orale Toleranz zur Verhinderung einer Colitis.

Endoscore

N w S )]
o o o o
1 L y

-
o
PR

15
13
11 -
9 -
7 -
5 -
3 -
1 -

WT

Colitis IL-10-

(Score: 10.5)

Colitis IL-10-

o
TR

o
—

Q
0

Colitis

A 1L10--
B wr

1.2
<06

=

Zellzahl (x108)

Q= Q
o oo

B coiitis
I Epikutane NZT
[ Orale NZT

IL10--

Epikutane NZT IL-10"-

(Score: 10)

Epikutane NZT IL-10"-

W W b

a AN
o o,
L

[3H]-Thymidin (cpm x 10-3)

N
o o O O O
L L L L

o o,
' L

Epikutane NZT

o
—

o 0«
N N
Zellza

Orale NZT IL-107-
(Score: 8.5)

Orale NZT IL-10"-

Orale NZT

w
o
)

A 1L10--
Bwr

N
[¢)]
L

N
o
L

_
[6)]
L

_
o
L

[®H]-Thymidin (cpm x 10-3)

(&)}

C57/BL6/J IL10"- Mause und WT C57/BL6/J Méause wurden fiir die Versuche verwendet. Der Versuchsaufbau
richtet sich nach dem Standardprotokoll zur Induktion einer epikutanen (10 x 4,5 pug TNCB in 15 pul AOO) und
oralen (10 x 45 TNBS in 200 pl PBS) NZT-Induktion zur Verhinderung einer Colitis (siehe: Abb.14) bzw. einer
Colitis-Kontroll-Gruppe (10 x reines Losungsmittel AOO; Colitis). Nach der Sensibilisierung mit 3000 ug TNBS
in AOO (4:1) wurde die rektale Auslésung durchgefiihrt (2500 pg TNBS in 25% EtOH/H20. (A) Gepoolte Daten
der Mini-Endoskopie aus drei individuellen Versuchen werden gezeigt. Repréasentative Aufnahmen des
Endoskopie-Scores der (B) Mini-Endoskopie und der (C) Histologie des Enddarms werden dargestellt. Der
MaRstab der histologischen Schnitte entspricht 150 pum. (D) Ein repréasentatives Beispiel der in vitro T-Zell-
Proliferation nach Hapten-spezifischer Restimulation aus drei individuellen Versuchen wird gezeigt. (n.s.= nicht
signifikant, *: p = < 0,05, ***: p = <0,001).
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Die Bilder aus der Endoskopie geben beispielhaft wieder, dass es auch nach einer
Toleranzinduktion zu einer Entziindungsreaktion mit einer verstarkten Granularitat,
herabgesetzten Durchsichtigkeit der Darmwand, starken Fibrinbildung und verformbaren Stuhl
kommt (Abb. 27B). In der histologischen Untersuchung sind erhéhte Einwanderungen von
Lymphozyten erkennbar und auch die Struktur der Zotten ist stark verformt, was auf einen
erkrankten Darm in allen drei Gruppen (Colitis, orale und epikutane NZT) hinweist (Abb. 27C).
Auch in der Hapten-spezifischen Restimulation zeigt sich eine die T-Zell-Proliferation der
IL107 Gruppen in Hohe der WT-Colitis-Gruppe, wéhrend die der oralen und epikutanen WT-
NZT-Gruppen, wie zuvor beschrieben, vermindert ist, so dass man davon ausgehen kann, dass
eine NZT nicht ausgeldst werden kann, sobald 1L-10 nicht vorhanden ist (Abb. 27D).

334 Die Hapten-spezifische Wirkung der NZT in der TNBS-
induzierten Colitis

Es sollte Uberpriift werden, ob sich der Toleranzeffekt der NZT in der TNBS-induzierten Colitis
Antigen-spezifisch oder Antigen-unspezifisch verhalt. Hierzu wurden die Mause nach dem
Standardprotokoll als Kontrolle wie bekannt mit TNBS bzw. TNCB (oral bzw. epikutan)
tolerisiert, anschlieBend sensibilisiert und die Colitis ausgeldst. Um nun zu Gberprifen, ob der
NZT-Effekt Antigen-spezifisch ist, wurden die M&use mit einem zweiten Hapten DNFB (oral)
oder DNCB (epikutan) tolerisiert, die Sensibilisierung und Auslésung wurde jedoch mit dem
bekannten Kontaktallergen TNBS durchgefiihrt (Abb. 28).

nduktionsphase Effektorphase

Tag 012345678 910 11 16 19

Prrtrrtreret 4 f

Toleranzinduktion (epikutan/ oral) Sensibilisierung  rektale
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Mini-Endoskopie
In vitro Assays

Abbildung 28: Protokoll zur Prifung der Antigen-Spezifitat in einer NZT zur Inhibition einer Colitis durch das
Hapten DNCB/DNFB.

Zusatzlich zu dem Standardprotokoll der epikutanen und oralen NZT zur Verhinderung einer Colitis mit TNCB
und TNBS werden auBerdem zwei weitere Gruppen hinzugezogen: die 10 x oral mit 0,01% DNFB in 200 ul PBS,
bzw. epikutan mit 10 x 0,01 % DNCB in 15 ul AOO behandelt werden. Zur Kontrolle dient eine Gruppe die reines
Losungsmittel (15 pl AOO) erhélt. Alle Mduse werden folgend mit 3000 pg TNBS in 150 pl AOO (4:1)
sensibilisiert. 5 Tage spater erfolgt die rektale Auslésung mit 2500 pl TNBS in 100 pl 25 % EtOH/H20. 72 h nach
der Ausldsung wird eine Mini-Endoskopie durchgefiihrt und anschlieBend die Haut-drainierenden LK fiir weitere
in vitro Assays entnommen.
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Nach der oralen und epikutanen Tolerisierung mit TNBS bzw. TNCB lasst sich wie bekannt
der Toleranzeffekt erkennen (Abb. 29). Werden die Mé&use jedoch mit einem anderen Hapten
tolerisiert (DNFB (Abb. 29A, B) bzw. DNCB (Abb. 29C, D) tolerisiert, ist der Toleranzeffekt
aufgehoben und die Mduse bilden eine Colitis aus, die der Starke der untolerisierten Colitis-
Gruppen entspricht (Abb. 29). Auch in der T-Zellproliferation zeigt sich eindeutig, dass die T-
Zellen &hnlich stark proliferieren wie in der Colitis-Kontroll-Gruppe, wéhrend die mit TNBS
bzw. TNCB-tolerisierten Méuse den bekannten T-Zell-Aktivierungsgrad zeigen (Abb. 29B,C).
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Abbildung 29: Antigen-Spezifitat in der epikutanen und oralen NZT zur Verhinderung einer Colitis.

Der Versuch wurde nach dem Standardprotokoll der NZT/Colitis durchgefiihrt. Zusatzlich der oralen TNBS und
epikutanen TNCB Toleranzinduktion wurde eine Gruppe von Mé&usen 10 x mit 0,01 % DNFB in 200 pl PBS oral
und eine weitere Gruppe epikutan mit 10 x mit 0,01 % DNCB epikutan tolerisiert. Im Folgenden wurden alle
Gruppen mit 3000 pg TNBS in 150 pl AOO (4:1) sensibilisiert und 5 Tage spéter die Darmentziindung mit 2500
Mg TNBS in 25 % EtOH/ H.O rektal ausgeldst. (A, C) Gepoolte Daten der Mini-Endoskopie aus jeweils 3
unabhéangigen Versuchen der (A) oralen und (B) epikutanen Toleranzinduktion. (B, D) Die Messung der T-Zell-
Proliferation nach Hapten-spezifischer Restimulation nach [®*H]-Thymidin-Einbau in die Zellen der axialldren,
inguinalen und zervikalen LK. (n.s.= nicht signifikant, *: p = < 0,05, ***: p = <0,001).

Gemessen anhand der in vivo und in vitro Immunantworten kann der Toleranzeffekt
dementsprechend mit einem zweiten, unabhangigen Hapten nicht ausgel6st werden. Die

regulatorische Funktion der NZT zur Inhibierung einer Colitis ist somit Antigen-unspezifisch.
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Dieser Versuch zeigt, dass die NZT-Induktion in einer TNBS-induzierten Colitis Hapten-
spezifisch ist. In dem NZT-Modell zur Verhinderung der CHS konnte jedoch bereits festgestellt
werden, dass die NZT zwar in einer Hapten-spezifischen Toleranz miindet, jedoch die
Aktivierung der CD4*CD25" Tregs wahrend der Induktionsphase der NZT Hapten-unspezfisch
erfolgt. In einem Versuchsansatz soll nun tberprift werden, ob diese Hapten-unspezifitat auch
Einfluss auf den Krankheitsverlauf in spontan auftretenden Autoimmunerkrankungen haben

kann

34 Einfluss der NZT auf Autoimmunerkrankungen

am Beispiel des Diabetes Typ |

Vorherige Arbeiten im NZT/ CHS Modell konnten zeigen, dass wéhrend der Induktionsphase
eine Hapten-unspezifische Aktivierung der Tregs bewirkt wird. Anhand eines Mausmodells in
dem eine spontane Autoimmunerkrankung auftritt, sollte Uberprift werden, ob eine NZT-
Induktion Einfluss auf den Beginn einer Autoimmunerkrankung nehmen kann. Hierzu wurde
das Modell des Diabetes mellitus Typ I gewéhlt. Die NOD-Maus stellt das murine Modell zum
humanen Typ | Diabetes dar'8. Bis zu 80% der weiblichen NOD-Méuse (20% der Mannchen)
erkranken ab dem Alter von 10-12 Wochen an einem spontanen Typ | Diabetes!!8,
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Abbildung 30: Protokoll der NZT-Induktion in NOD-M@usen.

Junge, weibliche NOD-Méause werden, sobald sie von ihren Muttertieren getrennt werden (3-4 Wochen), 4-5 x
wochentlich auf rasierte, immer wechselnde Areale auf der Haut mit 4,5ug TNCB in 15 pl AOO tolerisiert. Die
Kontroll-Gruppe erhdlt 15 pl reines Losungsmittel (AOO). 24 Wochen lang wird 1 x wdchentlich eine
Blutzuckermessung in mg/dl aus einem Blutstropfen der Schwanzvene durchgefiihrt um zu Uberpriifen, ob eine
Maus diabetisch geworden ist. Mause gelten als diabetisch sobald der Blutzuckerwert 2 x 250 mg/dl Gbersteigt.
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Weibchen aus grolReren Wirfen werden nach dem Absetzen von den Muttertieren (3-4
Wochen) in zwei Gruppen unterteilt. Einer Gruppe wird 6 Monate lang (24 Wochen) 4-5 x pro
Woche 4,5 ug TNCB auf die Haut appliziert, wahrend die andere Gruppe reines Lésungsmittel
erhalt (15 pul AOO; Abb. 30). Wdchentlich wird Gberpriift, ob die Méuse diabetisch geworden
sind, indem ihr Blutzuckerspiegel aus einem Blutstropfen aus der Schwanzvene mit einem
Blutzuckermessgerét tberpriift wird. Eine Maus wird als diabetisch eingestuft, sobald der
Blutzuckerspiegel 2 x 250 mg/dl betragt. Die Versuchsdauer betrdgt 6 Monate (24 Wochen).
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Abbildung 31: Einfluss der NZT auf den Erkrankungsstatus in NOD-Mausen.

Méuse wurden (iber 24 Wochen 4 — 5 x wochentlich mit 4,5 ug TNCB tolerisiert bzw. mit Lésungsmittel behandelt.
Wachentlich wurde der Blutzuckerwert der Mdause erhoben und die Tiere als nicht-diabetisch / diabetisch
eingestuft. Der Ausbruch eines Diabetes lag vor, sobald die Méuse 2 x einen Wert tber 250 mg/dl zeigten. Die
Abbildung zeigt den Anteil der Mduse, die keinen Diabetes ausgebildet haben nach Tolerisierung bzw.
Losungsmittel-Behandlung tber den Verlauf der 24 Wochen. Zu Beginn sind alle Méduse Diabetes-frei. Es werden
die gepoolten Daten aus 4 unabhéngigen Versuchen (tolerisierte Tiere n=33; Ldsungsmittelbehandelte Tiere n=32
Tiere) Fur die Berechnung der statistischen Signifikanz verwendet wurde der Wilcoxon-Test verwendet: ***: p
= <0,001).

Die Induktion einer NZT hat einen protektiven Einfluss auf den Ausbruch eines spontanen
Diabetes mellitus Typ I in jungen NOD-Mausen (Abb. 31). Bei beiden Gruppen traten nach ca.
13 Wochen die ersten Tiere mit einem abnormalen Blutzuckerspiegel auf. Nach 24 Wochen
sind 78,2 % der Losungsmittelbehandelten Tiere diabetisch, wéhrend in der NZT-Gruppe nur
in 30,3 % der Tiere eine spontane Diabeteserkrankung auftrat. Daraus lasst sich schlieRen, dass
eine NZT-Induktion einen positiven Einfluss auf die Entstehung einer spontan auftretenden

Autoimmunerkrankung hat.
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4.1 Interaktion der Tregs mit CD11c* DCs uber gap
junctions in der NZT im Modell der CHS

Das Modell der NZT und die zugrundeliegenden Immunmechanismen wie eine NZT eine CHS
verhindern kann, wurde in den vergangenen Jahren von der AG Steinbrink erforscht’® 7 7. 78,
Es konnte gezeigt werden, dass CD4"CD25Foxp3* Tregs als auch CD11c* DCs und CD8" Tc2
Zellen maRgeblich an der Induktion einer NZT beteiligt sind. Mit jeder dieser Zellpopulationen
(CD8*CD11c* DCs, CD8* T-Zellen, CD4*CD25"Tregs) war es mdglich, den Toleranzeffekt
der NZT auf naive Mause zu uibertragen’ ™ 77, Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass
die jeweiligen Zellpopulationen hintereinander geschaltet sind. So war es zum Beispiel nicht
moglich, eine NZT durch einen AT von CD11c* DCs in einer Maus zu generieren, wenn die
Tregs mittels PC61 Antikorper zuvor aus der Maus depletiert worden waren’. Weiterhin war
es auch nicht moglich, die NZT auf eine naive Maus zu ubertragen, wenn CD8" T-Zellen (die
Effektorzellen der NZT) aus Mausen aufgereinigt wurden, die zuvor von den CD11c" DCs
depletiert wurden. Hieraus wurde die Annahme aufgestellt, dass es sich um eine
Hintereinanderschaltung der Zellpopulationen handelt. Angenommen wurde, dass
CD4"CD25"Foxp3" Tregs und deren sezerniertes IL-10 direkt auf CD11c* DCs wirken und
einen tolerogenen Phénotyp prégen, welche dann in dem Prozess der Differenzierung der
regulatorischen CD8" T-Zellen der NZT involiert sind’*. Ein Experiment in dieser Arbeit sollte
nun offenlegen, ob die Tregs und CD11c* DCs direkt miteinander interagieren. Dass eine
Interaktion von DCs zusammen mit Tregs wichtig fur die Initiation einer Toleranz sein kann,

ist bereits bekannt'36-13, Es gibt mehrere Mdglichkeiten wie Tregs auf die Differentation von
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DCs einwirken konnen, z.B. dass Tregs die Reifung der DCs durch die Sekretion von
immunsuppressiven Zytokinen wie IL-10 verhindern kénnen, indem sie die Expression der
kostimulatorischen Molekilen CD80 und CD86 vermindern und dies zu einer verminderten
Antigenprasentation fiihrt, was wiederrum die Proliferation von T-Effektorzellen reduziert ™
140144~ Onishi et al. zeigte 2008 in vitro, dass diese Effekte scheinbar abhingig von der
Formation einer Anhaufung/ Aggregatbildung zwischen DCs und Tregs sei und die Tregs die
DCs so vor konventionellen T-Zellen abschirmen®®. Diese Beobachtung passt auch in unseren
Versuchsansatz, in dem wir mittels AT-Versuch zeigen konnten, dass es zu einer vermehrten
Clusterbildung von CD11c*DCs aus tolerisierten Mausen mit Tregs in sensibilisierten Mausen
kommt im Vergleich zu nicht tolerisierten CD11c*DCs aus Kontroll-Tieren (siehe 3.1.2). Um
einen direkten Zell-Zell Kontakt der Tregs mit den DCs zu belegen, zogen wir den Farbstoff
Calcein heran, der uber gap junctions auf andere Zellen tbertragen werden kann, sobald sie

eine Verbindung eingehen®.

Niedrigzonentoleranz (NZT) Ki ibili g (CHS)
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Abbildung 32: CD4*CD25*Foxp3* Tregs interagieren (iber gap junctions mit tolerogenen CD8*CD11c* DCs in
der NZT.

CD4*CD25*Foxp3* Tregs pragen den tolerogenen Phanotyp der CD8*CD11c* DCs (iber die direkte Interaktion
Uber gap junctions.
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Gap junctions sind Kanéle, die durch Proteinfamilie der Connexine gebildet werden#®: 147, Sie
dienen zum Austausch von Signalen (Kommunikation) zweier Zellen und tbertragen lonen
oder kleine Molekule durch Diffusion, wie z.B. Kalium-oder Calcium-lonen, aber auch
sekundare Botenstoffe, wie cAMP, cGMP oder IP3'*". Gap junctions wurden zuvor als
unselektive Poren bezeichnet (fiir kleine Molekile unter 1 kDA). Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass verschiedene Connexine zum Teil eine unterschiedliche Spezifitdt der gap
junctions pragen4” 148 Verschiedene Kombinationen der Connexine fiinren entweder zu einer
Bevorzugung von Kationen bzw. Anionen, noch dazu ist das Offnen der Kanéle ein durch
Spannungsunterschiede regulierter Prozess!®. Bopp et al. konnten zeigen, dass die direkte
Ubertragung des sekundiren Botenstoff cAMP aus Tregs durch Ausbildung von gap junctions
zu einer Suppression von T-Zellen fiihrts!: ¢ Bei DC-DC Zellkontakt wurden gap junctions
zun&chst nur eine proinflammatorische Rolle zugesprochen, indem uber sie ein Antigentransfer
ermoglicht wurde und es so zu einer Aktivierung von DCs gekommen ist'4°-15!, Dass auch eine
Kommunikation zwischen Tregs und DCs, die Bildung von Effektor-CD8" T-Zellen der CHS
verhindert, konnte 2010 von Ring et al. gezeigt werden?’. Hier wurden naive Calcein-gefarbte
Tregs in Méuse injiziert und im Folgenden sensibilisiert. Es zeigte sich werden, dass Tregs und
DCs miteinander Uber gap junctions kommunizieren und so die T-Zell-aktivierende Kapazitat
der DCs verringern*?’. In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass Calcein-
gefarbte Tregs aus tolerisierten Mausen vermehrt eine direkte Verbindung tber gap junctions
mit DCs in den LK eingehen und vermutlich so ihren tolerogenen Phanotyp pragen’™ (siehe
3.1.3). Hingegen konnte in anderen Immunzellen (B-Zellen, CD4* und CD8* T-Zellen) keine

vermehrte Interaktion der Tregs Uber gap junctions nachgewiesen werden (siehe 3.1.3).
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4.2 Orale und epikutane Toleranzinduktion in der
TNBS-induzierten Colitis

In den vorherigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass eine epikutane als auch eine orale NZT
eine Tcl mediierte CHS verhindern kann®. In der vorliegenden Arbeit sollte nun gezeigt
werden, ob das orale und epikutane NZT-Modell auch auf ein weiteres, jedoch Th1/Thl7-
vermitteles Krankheitsmodell Gibertragen werden kann.

Der Darm stellt das groRte immunologische Gewebe im Korper dar und kommt mit einer
Vielzahl von Antigenen in Kontakt. Die Toleranzmechanismen, die der Korper ausbildet,
mussen somit sehr effektiv und spezifisch sein. Die TNBS-induzierte Colitis ist das murine
Modell zu der Morbus Crohn-Erkrankung. Es ist eine CD4* Thl/Thl7-vermittelte
Entzindungserkrankung des Darmes. Zwar gelten BL6/J Mause flr eine Colitis weniger
empfanglich als SJL/J oder Balb/c Mduse, da diese aufgrund ihres genetischen Hintergrundes
eher zu einer Colitis neigen® 1°2, Die Wahl in diesem Versuchsansatz fiel jedoch auf BL6/J
Mause, da diese Mause ein intaktes Immunsystem aufweisen und eine Vielzahl transgener oder
Knock-out Méuse auf diesem Hintergrund zur Verfligung stehen. In der vorliegenden Arbeit
konnte eine TNBS-induzierte Colitis in BL6/J Mausen induziert werden (siehe 3.2.1). Ziel der
Arbeit ist es, das etablierte Modell der epikutanen und oralen NZT in der CHS, ein Tcl-
vermitteltes Krankheitsmodell der Haut, auf ein Th1/Th17-vermitteltes Krankheitsmodell des
Darmes zu tUbertragen. Wie in Kapitel 3.3.1 bewiesen, ist es moglich, durch die mehrfache Gabe
eines Kontaktallergens auf die Haut oder durch orale Verabreichung die Entziindungsreaktion
im Darm zu unterdriicken und eine Toleranz gegentiber dem Kontaktallergen auszubilden.
Das Phanomen der oralen Toleranzinduktion und die einhergehende Unempfanglichkeit der T-
Zellen auf ein Antigen mit einer Entziindung zu reagieren, ist seit langer Zeit bekannt. Es gibt
dabei zwei verschiedene Mechanismen der oralen Toleranz, die mit der Art wie die T-Zelle auf
ein Antigen trifft, zusammenhangen. Zum einen die funktionelle Inaktivierung (Anergie) oder
tatsdchliche Elimination der Zelle (Deletion), die nach einer oralen Gabe hoher Mengen eine
Antigens zur Toleranz fuhrt (Hochdosis) und zum anderen die aktive Immunsuppression durch
die Induktion von iTregs und Th3, die durch die Gabe niedriger Dosen des Antigens induziert
wird (Niedrigdosis)®®. Vielfach wird in Veroffentlichungen, in denen die orale Toleranz
beschrieben wird, Proteine verwendet, um die Toleranzinduktion herbeizufiihren. In unserem
Modell wird die Toleranz induziert, indem Haptene (z.B. TNCB/TNBS) verwendet werden.

Diese haben eine molekulare Masse unter <500 und missen zunéchst an ein (korpereigenes)
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Protein binden, um von dem Immunsystem erkannt zu werden'® 7. Bereits durchgefiihrte
Studien zur Toleranzinduktion mit Haptenen nutzen im Gegensatz zu unserer Untersuchung
weitestgehend hohe Dosen des Haptens, wéhrend in der vorliegenden Arbeit niedrige Dosen
des Haptens verwendet wurden®31%, Eine abgeschwichte Entziindung im Darm nach oraler
Gabe von TNBS wurde bereits 1996 von Elson et al. beobachtet'®3, Obwohl Elson et al.
diskutieren, dass es sich bei dem Ausbleiben der Entziindungssymptomen um eine Suppression
durch eine Th2-vermittelte Zellreaktion handelt, wird hierfur kein direkter Beweis geliefert.
Die verwendete Menge des oral verabreichten TNBS ist im Verhéltnis zu unserem Protokoll
hoch. Es wurde nur zweimal eine Gabe von 10 mg TNBS (insgesamt 20 mg) verabreicht,
wahrend in der vorliegenden Arbeit zur Toleranzinduktion (verteilt auf 10 Tage) insgesamt
weniger als 1 mg TNBS zur Toleranzinduktion verabreicht wurde. Da kein direkter Beweis fir
eine Th2-vermittelte Suppression vorliegt, sprechen die Ergebnisse eher fur eine Toleranz
durch Anergie oder Deletion, die nach Gabe einer Substanz in hoher Konzentration ausgeldst
Wird68, 80, 82_

Eine Th2-vermittelte Suppression konnte von Neurath et al. gezeigt werden®™*. Hier wurden
niedrige Dosen von TNP-haptenisierten Darmproteinen fur eine Toleranzinduktion genutzt. Zur
Generierung werden Dérme unbehandelter Mause homogenisiert und in einer TNBS-Ldsung
inkubiert und nachfolgend Mausen oral verabreicht. Hierdurch sollte eine Entziindungsreaktion
im oberen Gastrointestinaltrakt verhindert werden. Die orale Toleranz duRerte sich in vivo durch
eine verminderte Entziindungsreaktion im Darm, was mit den Beobachtungen in dieser Arbeit
einhergeht (siehe 3.2.2) und in vitro durch eine reduzierte Proliferation der Lamina Propria
CD4* T-Zellen und der T-Zellen aus Peyerischen Plaques. Zwar wurden in der vorliegenden
Arbeit CD4" T-Zellen nicht spezifisch gefarbt, jedoch sah man in den histologischen
Untersuchungen eine Infiltration von Lymphozyten in die Darmwand nach Colitis-Induktion,
die hingegen in tolerisierten Mausen reduziert ausfiel. Zusatzlich bildeten die oben
beschriebenen, von Neurath et al., mit TNP-haptenisierten Darmproteinen behandelten Méuse
ein antiinflammatorisches Th2 vermitteltes Zytokinprofil aus, welches durch eine erhohte
Sekretion von TGF-R, IL-4 und IL-10 aus T-Zellen sowie einer verminderten Produktion von
INF-y gekennzeichnet ist*>*. Der Ansatz von Neurath et al. und der in dieser Arbeit verwendete
Versuchsansatz unterscheiden sich zwar dadurch, dass Neurath et al. TNP-haptenisiertes
Protein verwendet hat, wahrend in dieser Arbeit das Hapten TNBS benutzt wurde, jedoch ist es
so bekannt, dass in einer Th2-Reaktion proinflammatorische Zytokine aktiv herunterreguliert
werden. In diesem Kontext konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Inhibierung

proinflammatorischer Zytokine wie INF-y, IL-2 und IL-17, die sonst bei einer Th1 vermittelten
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Immunantwort produziert werden, nachgewiesen werden (siehe 3.2.4). Bei der TNBS
induzierten Colitis handelt es sich nicht ausschlieBlich um eine CD4* Thl Zell-vermittelte
Immunantwort, obwohl sie im Jahr 1995 zunachst als eine solche charakterisiert wurde!®’.
Neurath et al. beschrieben, durch die Verwendung eines anti-1L-12 Antikorpers sowie eines
anti-p-40 Antikorper, dass die Entziindung IL-12 abhangig ist}?” 1%, [L-12 ist ein Heterodimer
und besteht aus zwei Untereinheiten I1L-12p35 und IL-12p40 und wird von APCs ausgeschuttet
und stimuliert naive CD4" T-Zellen®®. Jedoch muss beachtet werden, dass die Untereinheit p40
auch mit dem Zytokin IL-23 geteilt wird'®. IL-23 besitzt ebenfalls die Untereinheit p-40 und
wurde dementsprechend in der oben genannten Verdffentlichung'® mit depletiert. Es wird
ebenfalls von APCs ausgeschittet und die Wirkung wird bei der Verwendung von anti-p40
Antikorper ebenfalls neutralisiert. IL-23 reguliert die Produktion von IL-17 durch eine
Subpopulation der Ged&chtnis T-Zellen (Th17-Zellen). IL-17 hat vielféltige Eigenschaften. Es
regt Fibroblasten und Makrophagen an, verschiedene proinflammatorische Zytokine (IL-1b,
IL-6, TNF) und Chemokine auszuschutten, die Neutrophile anlocken, aber stimuliert auch die
Produktion von antimikrobieller Substanzen!!!: 160-162 \\eitere Studien bestatigten eine Rolle
von IL-17 in der TNBS induzierten Colitis'! 163, Die TNBS-induzierte Colitis wird nun als
eine CD4* Th1/Th17-vermittelte Immunantwort angesehen!? 164, In der vorliegenden Arbeit
wird gezeigt, dass das proinflammatorische Zytokin IL-17 nach einer Colitis-Induktion
hochreguliert wird. Wurde jedoch eine NZT vor der Colitis-Induktion durchgefiihrt, wurde das
Zytokin inhibiert.

Durch einen AT-Versuch von in vivo geprimten CD4* T-Zellen aus Mausen mit TNBS-
induzierter Colitis, die zuvor mit TNP-haptenisierten Darmproteinen oral tolerisiert wurden,
konnte deutlich gemacht werden, dass eine Colitis unterdriickt werden kann'®%. Da der
Toleranzeffekt mittels AT Ubertragen werden konnte und es zu einer Hochregulation der
Zytokine TGF-B, IL-4 und IL-10 sowie Inhibierung von IFN-y kam, spricht das Ergebnis fiir
eine aktive Suppression der Thl Zellen. Neurath et al. wiesen durch die Verwendung eines
Anti-TGF-B-Antikorpers auflerdem nach, dass eine Suppression der Colitis von TGF-§
abhangig ist'®*. Ubereinstimmend zu den Versuchen von Neurath et al. und unseren Versuchen
konnte eine orale Toleranz durch die Fitterung niedrigen Konzentrationen von Haptenen
gegeniiber der Colitis auch in Ratten nachgewiesen werden'®®. Die aktive Suppression der Thil
Reaktion und die vermehrte Ausschuttung von IL-10 deuten auf eine Beteiligung von Tregs
hin, was in dieser Arbeit ebenfalls durch Depletions-Versuche gezeigt wird (siehe 3.3.1 +
3.3.2).
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4.2.1 CD4*CD25Foxp3* Tregs sind essentiell fir die orale und
epikutane NZT-Induktion

Mittels Depletionsversuchen kann den CD4*CD25"Foxp3™ Tregs eine entscheidene Rolle in
der Induktion einer NZT in der Colitis zugesprochen werden (siehe 3.3.1 + 3.3.2). Dies konnte
einmal Gber den Ansatz durch die transiente Depletion der CD25" T-Zellen mit dem anti-CD25
Antikorper PC61 wéhrend der Toleranzinduktion (siehe 3.3.1), aber auch durch die Depletion
von Foxp3* Tregs in DEREG-Mausen durch DT-Injektion nachgewiesen werden (siehe 3.3.2).
Die temporére Depletion der CD4*CD25"Foxp3* T-Zellen wurde wahrend der Versuche mittels
durchflusszytometrischer Analyse Uberpruft, so dass deren Présenz wahrend der
Tolerisierungsphase ausgeschlossen werden konnte. Dies spricht fir eine aktive Induktion der
Immunsuppression durch Tregs in der NZT56: 68,166,

In den jeweiligen Versuchsansatzen (PC61 und DEREG-Mausen) konnte nach der Depletion
der Tregs eine deutlich ausgepragte Colitis-Reaktion und daher keine Induktion der NZT
gemessen werden. Die Immunantworten (in vivo Endoskopie, in vitro T-Zell-Proliferation) ist
in den jeweiligen Versuchsansatzen (siehe: 3.3.1.3 + 3.3.1.5 + 3.3.2) nahezu identisch. Durch
intensive Nachforschungen konnte bereits in dem CHS Modell nachgewiesen werden, dass
CD4"CD25"Foxp3" T-Zellen fiir die Induktion einer NZT zur Verhinderung einer CHS nétig
sind™,

In dem vorliegenden Modell ist im Vergleich zu den nicht tolerisierten Méusen, die nur eine
Sensibilisierung erhalten haben, sogar eine erhéhte Immunreaktion zu erkennen. Eine mégliche
Erklarung hierflr wére, dass in dem NZT Modell gegeniiber Kontaktallergenen zur Inhibierung
einer Colitis durch die Depletion der Tregs der Schwellenwert fir die Dosis einer
Sensibilisierung heruntergesetzt wird und die Méuse wéhrend der eigentlichen Tolerisierung
mehrmals sensibilisiert worden sind. Dies konnte durch verstarkte Reaktion in beiden Treg-
depletierten Gruppen beobachtet werden. In den Colitis-Kontroll-Gruppen konnte nach Treg-
Depletion keine Erhohung festgestellt werden im Vergleich zu den IgG-behandelten Kontroll-
Tieren. Daraus kann gefolgert werden, dass die Tregs vor der Sensibilisierung vollstandig
zurlickgekehrt sind (auch bestétigt durch die durchflusszytometrische Analyse). In einem
Versuch (PC61- depletierte Colitis-Gruppe in dem epikutanen Toleranzversuch; siehe 3.3.1.5)
wurde eine erhohte IFN-y Zytokin-Produktion in den CD25-depletierten Colitis-Gruppe
beobachtet (siehe Abb. 23D) Mdglicherweise waren hier die Tregs noch nicht vollstandig
zurtickgekehrt und sind in der Limitierung einer TNBS-induzierte Colitis involviert.

Anhnliche Beobachtungen konnten auch in dem NZT Modell gegeniiber der CHS gemacht
werden’. In diesem Modell kam es ebenfalls zu einer (iberschieBenden CHS Reaktion (stark
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erhdhte Ohrschwellung und T-Zell-Proliferation) im Vergleich zur Kontroll-CHS Gruppe nach
einer Depletion der Tregs wahrend der Tolerisierungsphase durch den PC61-Antikorper, aber
auch nach einer Reduktion der Tregs durch Cyclophosphamid, und somit zu einer Verhinderung
der Entwicklung einer NZT™ ™. Im Gegensatz dazu wurde jedoch in einem Allergietyp |
Modell gezeigt, dass eine Tolerisierung nach Depletion der Tregs nicht ausreicht, um eine
Sensibilisierung zu induzieren (gemessen durch Analysen der Mastzelldegranulation)®®’,

Durch die Induktion von Tregs durch eine orale, nasale oder rektale Toleranz konnte bereits in
anderen Tiermodellen Entziindungsreaktionen verhindert werden®® 168 18 | ginem T-Zell-
Transfer Modell der Colitis konnte aulRerdem gezeigt werden, dass der Transfer von naiven
CD4*CD45RB"9" T-Zellen in immundefizienten Mausen zu einer Thl-vermittelten Colitis
fiihrt, gleichzeitiger Transfer von CD4*CD25* Tregs, die Colitis jedoch verhindern kannt7%-172,
Zwar konnte in den LK keine erhéhte Anzahl der Tregs in den Haut-Drainierenden und
mesenterialen LK nach NZT-Induktion festgestellt werden (siehe 3.3), es wurde aber eine
funktionelle Differenzierung innerhalb der Treg-Population vermutet. Uhlig et al. untersuchten
die relative Distribution von Tregs wahrend der Ausheilung einer Colitis'”®. Auch sie stellten
fest, dass Foxp3" Zellen in &hnlicher hoher Frequenz in den LK und in der Lamina Propria

vorhanden sind.

422 Die Induktion der NZT ist IL-10 abhangig

Hinzufiigend konnten Uhlig et al. feststellen, dass die Ausheilung IL-10 abhéngig ist und dass
IL-10 produzierende CD4*CD25" T-Zellen vermehrt in der Lamina propria des Colons
vorzufinden sind!”. Wir konnten feststellen, dass IL-10 notwendig ist fir die orale und
epikutane NZT, um eine Colitis zu verhindern, da in IL-107- Mausen keine Toleranzinduktion
festgestellt werden konnte (siehe 3.3.3). IL-10 ist ein Zytokin mit hauptséchlich suppressiven
Eigenschaften und es werden dem Zytokin in peripheren Toleranzmechanismen und in der
Suppression von darmentzindlichen Erkrankungen (im Zusammenhang mit einer Interaktion
von Tregs) diverse Funktionen zugesprochen. Wahrend Neurath et al. zundchst eine
Hochregulierung des Zytokins nach der Fiitterung von haptenisierten Darmproteinen feststellen
konnte, beobachtete Fuss et al., dass Tregs (die vor einer Colitis schutzen kénnen) zunachst
TGF-B produzieren miissen®® > Jedoch ist diese Ausschiittung IL-10-abhangig, damit
proinflammatorische Thl Zytokine herunterreguliert werden, die dann das immunregulierende

TGF-B inhibieren®®. Es wurde auRerdem beschrieben, dass I1L-10 fiir die Aufrechterhaltung der
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Foxp3 Expression und die suppressive Funktion der Tregs nétig ist, um vor einer Colitis zu
schiitzen und eine Th17-mediierte Entziindung des Darmes zu verhindern®’® 172, 174,175

In anderen Autoimmunerkrankungen werden IL-10 produzierende Tregs ebenfalls
beschrieben'™® 77 In der rheumatischen Arthritis zeigen IL107"" Méuse eine erhohte
Immunreaktion'’8. Patienten mit einer atopischen Dermatitis haben eine verringerte Anzahl an
Tregs und IL-10 in den betroffenen Hautstellen®.

In Studien zur oralen Toleranz gegenuber hoher Dosen von Kontaktallergen in einer CHS
wurde eine funktionelle Rolle des IL-10 ausgeschlossen. Hingegen wurde hier aktivierten
plasmazytoiden DCs eine zentrale Rolle zugeschrieben, indem sie zunachst CD8" T-Zellen in
der Leber und mesenterialen LK depletieren und im Folgenden eine suppressive Funktion der
Tregs induzieren®®®: 180

In dem NZT/CHS Modell konnte hingegen gezeigt werden, dass IL-10 fir die tolerogene
Funktion von CD4*CD25* Tregs nétig ist, um eine CHS zu verhindern’®. Wie in unserem
NZT/Colitis Modell konnte zunéchst in IL-10 defizienten Mausen keine NZT induziert werden.
Durch eine Rekonsitution von IL107- CD4* T-Zellen wihrend der Induktionsphase der NZT
konnte die Toleranz wieder hergestellt werden’®. In weiteren Studien wurden dann Vert-X
Mause herangezogen, in denen man IL-10 produzierende Zellen durch eine GFP Expression
identifizieren kann. Hier wurde ersichtlich, dass in tolerisierten Mausen IL-10 vermehrt von
CD4'CD25" T-Zellen produziert wurde. In weiteren AT-Versuchen wurden T-Zell-defiziente
Rag1”-M&use mit verschiedenen IL-10 sezernierenden Zellpopulationen rekonstituiert und es
konnte so eine funktionelle Relevanz von IL-10 produzierenden CD4*CD25" T-Zellen deutlich

gemacht werden’®,

4.2.3 Die epikutane NZT-Induktion in der TNBS-induzierten Colitis

Eine der interessantesten Beobachtungen in dieser Arbeit ist, dass nicht nur eine orale, sondern
auch eine epikutane induzierte NZT eine Th1/Th17 CD4* mediierte TNBS-induzierte Colitis
verhindern kann. Bereits zuvor konnte in dieser Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine
epikutane aber auch eine orale NZT-Induktion eine Tcl-vermittelte-kutane CHS verhindern
kann und es wurde eine systemische Toleranzinduktion postuliert. Fugt man diese zwei
Ergebnisse zusammen, scheint es irrelevant zu sein, tiber welche Route die NZT induziert wird.
Die Toleranzinduktion durch eine NZT kann demnach unterschiedliche T-Zell-Antworten
(CD8'Tcl und CD4*Th1/Th17) in unterschiedlichen Organen, wie Haut und Darm inhibieren.



Diskussion 75

Naive T-Zellen rezirkulieren standig durch LK, Milz und Peyers Patches. Sie sind aber im
nichtlymphoiden Gewebe nicht vorzufinden. Wird eine T-Zelle durch ein Antigen aktiviert und
folglich zu einer Effektor- oder Gedachtnis-T-Zelle, &ndert sich ihre Expression von
Adhasionsmolekilen und Chemokinrezeptoren (sogenannte Homingrezeptoren) und sie
kénnen in nichtlymphoide Gewebe einwandern®®!. Hierbei handelt es sich um einen Prozess,
der komplexe Interaktionen zwischen den Lymphozyten und Endothelzellen des jeweiligen
Gewebes beinhaltet. Die Induktion der gewebespezifischen Homingrezeptoren erfolgt
organabhéngig in den drainieren LK fir das jeweilige Gewebe. Das Integrin a4p7 sowie der
Chemokinrezeptor CCR9 vermittelt die Einwanderung von Lymphozyten und
proinflammatorischen als auch von suppressiven T-Zellen in das nichtlymphoide Darmgewebe.
Im Gegensatz dazu kdnnen E- und P-Selektin Liganden sowie der Chemokinrezeptor CCR4
und CCR10 fiir die Einwanderung von T-Zellen in die Haut genannt werden®®2-184, Studien
machten deutlich, dass die Gewebeumgebung, im Besonderen lokale DCs wichtig sind fir T-
Zellen und einer gewebsspezifischen Migration'®-18’_ Bei der Induktion einer oralen Toleranz
zur Verhinderung einer Hautentziindung konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die
Pravention aufgehoben wird, sobald CCR9 oder a4p7 nicht vorhanden sind'®®. Anhand dieses
Phénomen l&sst sich schlieRen, dass sie an dem Priming der T-Zellen beteiligt sind. In einer
weiteren Studie von Oyoshi et al. konnte gezeigt werden, dass obwohl in Abwesenheit von
hautspezifischen CCR4 Homing-Rezeptoren eine Maus vor einer Entzindung der Haut
verschont blieb, wenn oral sensibilisiert, aber im Folgenden epikutan die Auslésung
stattfand®!. Daraus kann gefolgert werden, dass die Darm-spezifischen Effektor T-Zellen und
Tregs, abhédngig von ,neuen“ organspezifischen Mikromilieus des lymphoiden Gewebes
reprogrammiert werden. Die Darm-spezifischen T-Zellen patrouillieren durch die lymphoiden
Gewebe, wie z.B. Haut-Drainierende LK und bilden, wenn ihnen dasselbe Antigen tber DCs
prasentiert wird, zusatzliche Haut-spezifische Homing-Rezeptoren aus!®:. Dies veranlasst dann
die Zellen, z.B. Tregs, chemotaktisch in die Haut einzuwandern, welche dann eine kutane
Entziindung verhindern'8', Anhand anderer Studien in einem viralen Immunizierungsprotokoll
konnte ebenfalls eine zentrale Rolle in der Reprogrammierung von T-Zellen in den LK deutlich
gemacht werden. Es wurde hierbei gezeigt, dass Antigen spezifische T-Zellen durch lymphoide
Gewebe wandern und zusétzliche gewebespezifische Homingrezeptoren entwickeln, je
nachdem in welchem LK-Gewebe sie aktiviert werden!®® 1%°, Diese Studien bestatigen die
Beobachtungen in dieser Arbeit, dass es unabhangig von dem Ort der Tolerisierungsinduktion,
der Ort der Auslosung der Entziindungsreaktion die organspezifische Reaktion kontrolliert.
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Abbildung 33: Ubersicht der Mechanismen tiber die orale und epikutane NZT zur Verhinderung einer TNBS-
induzierten Colitis.
Eine mehrmalige orale oder epikutane Applikation von subimmunogenen Mengen eines Kontaktallergens
(TNBS/TNCB) verhindert eine Th1/Th17 vermittelte TNBS-induzierte Colitis. Fir die Induktion der NZT sind
CD4*CD25*Foxp3* Tregs sowie I1L-10 beteiligt. Der NZT zur Verhinderung der TNBS-induzierten Colitis ist
Hapten-spezifisch.

4.2.4 Die Induktion der NZT zur Verhinderung einer TNBS-
induzierten Colitis ist Hapten-spezifisch

In der vorliegenden Arbeit konnte in einem weiteren Versuch gezeigt werden, dass die NZT,
um eine TNBS-induzierte Colitis zu verhindern, spezifisch fiir das Hapten TNCB/TNBS ist
(siehe 3.3.4). Dies konnte gezeigt werden, indem die Toleranzinduktion mit einem anderen
Hapten DNFB/DNCB zu keiner Inhibierung der Colitis fihrte. In dem Modell der NZT zu
Inhibierung einer CHS wurde durch AT-Versuche deutlich gemacht, dass die CD8* Tc2
Effektorzellen der NZT den Toleranzeffekt Hapten-spezifisch auf naive Mause (bertragen.
Jedoch wurde bei einem anderen AT-Versuch, in dem CD4"CD25" T-Zellen tibertragen wurden
festgestellt, dass hier noch keine Antigenspezifitat ausgebildet wurde’. Es existieren hierzu
verschiedene Publikationen, die zum einen Antigen-spezifische- bzw. Nicht-spezifische-
Reaktionen verdeutlichen. Dubois et al. beschrieben z.B. eine Haptenspezifitat von Tregs in
einem oralen Toleranzmodell**®. Hingegen wurde in anderen Studien gezeigt, dass die Injektion
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von naiven Tregs vor dem Auslésen einer Entziindungsreaktion eine folgende CHS verhindern
kannGZ, 191, 192_

Die unspezifische Wirkung der Tregs in dem Modell der NZT kénnte dadurch erklart werden,
dass die Tregs auch IL-10 produzieren. Wie in dieser Arbeit gezeigt, mussen diese Zellen
zunéchst mit APC (CD8'CD11c*DCs; siehe 3.1.2 + 3.1.3) in Kontakt treten, die an der
Differenzierung und Aktivierung der Hapten-spezifischen CD8* Tc2 Effektor Zellen der NZT
beteiligt sind.

In einem weiteren Versuch dieser Arbeit sollte aufgrund dieser Beobachtungen in der CHS
untersucht werden, ob die NZT auf andere Autoimmunerkrankungen Einfluss nehmen kann
bevor sie entstehen. Hierzu wurde die NOD-Maus herangezogen, die die

Autoimmunerkrankung des Diabetes mellitus Typ | widerspiegelt.

4.3 Die praventive Rolle der NZT in einem spontan

auftretenden Autoimmunkrankheitsmodell

Durch eine friihzeitige und kontinuierliche epikutane Applikation von 4,5 pug TNCB konnte die
Manifestation eines Diabetes mellitus Typ I in weiblichen NOD-Mause in einem Zeitraum von
26 Wochen signifikant reduziert werden (siehe 3.4). Die zugrundeliegenden immunologischen
Mechanismen fiir dieses Phdanomen wurden jedoch noch nicht weiter untersucht. Ein mdglicher
Ansatz zur Erklarung von diesem positiven Effekt der Toleranzinduktion kénnte die bereits
untersuchte Antigen-unspezifische Induktion der der CD4*CD25"Foxp3™ Tregs in der NZT
gegeniiber der CHS sein’™. Es besteht die Moglichkeit, dass durch die NZT-Induktion Tregs
aktiviert werden und moéglicherweise suppressiv auf die Entstehung des Diabetes mellitus Typ
| in den NOD-Mausen einwirkt. Dass CD4*CD25"Foxp3* Tregs Einfluss an der Entstehung
eines Diabetes mellitus Typ | haben, konnte bereits daran gezeigt werden, dass die Depletion
von Tregs in NOD-Méusen zu einer raschen Entstehung eines Diabetes mellitus Typ | fiihrt!?®
125, 193-197 \Wurden Tregs hingegen transferiert, hatte dies einen positiven Einfluss auf die
Entstehung bzw. den Krankheitsverlauf!®3-1%, In den meisten Veroffentlichungen wurde dabei
nicht darauf eingegangen, ob die Tregs dazu spezifisch auf das Inselzell-Antigen sein mussen
und es wurden keine Inselantigen-spezifische Tregs verwendet, trotzdem wurde eine
suppressive Funktion aufgezeigt'®> '*. In wenigen Studien wurde deutlich gemacht, dass

Antigen-spezifische Tregs auf [-Zell Peptide wirksamer in der Verhinderung der
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Autoimmunerkrankung sind als polyklonal aktivierte Tregs'®. Es ist somit mdglich, dass eine
Antigen-unspezifische Aktivierung der CD4"CD25"Foxp3* Tregs wahrend der NZT-Induktion
Tregs positiv auf die Suppression gegen andere Krankheitsbilder wie z.B. der
Autoimmunerkrankung Diabetes mellitus Typ | auswirkt.

Dass eine orale Toleranzinduktion therapeutisch nutzbar ist, wurde bereits zuvor in Modellen
gegenliber  Autoimmunerkrankungen als auch gegenuber Nahrungsmittelallergien
beschriebend! 198-201 Interessanterweise konnte zusétzlich in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
eine epikutane Toleranzinduktion effektiv vor einer entztindlichen Darmerkrankung sowie dem
Diabetes mellitus Typ | schutzen kann. Dementsprechend zeigt diese Arbeit Hinweise darauf,
dass eine Toleranzinduktion durch eine epikutane Immuntherapie in Frage kommt. Einen
ahnlichen Ansatz verfolgen bereits existierende Studien, die sich in der Phase I/11b gegenuiber
IgE-medierte Typ | Allergien befinden?°? 23, Hierbei wird eine epikuntane Immuntherapie
(EPIT) durchgefihrt, indem hohe Mengen eines Allergens auf die Haut aufgetragen werden
und so eine IgE-vermittelte Allergie des Typ | verhindert werden kann?%% 2%, Jedoch wurden
Ansétze, wie in dieser Arbeit beschrieben, in denen die Verhinderung T-Zell-vermittelter
Krankheiten sowie Autoimmunerkrankungen durch eine epikutane Toleranzinduktion im

Fokus stehen, noch nicht verfolgt, jedoch bieten sie Potential flir neue Therapiestrategien.

4.4 Zusammenfassende Ubersicht

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Mechanismen der epikutan-induzierten NZT
gegeniiber der CD8*Tcl meditierten CHS weiter aufgeschliisselt werden konnten (direkte
Interaktion der CD4*CD25"Foxp3* T-Zellen mit CD11c* DCs uber gap junctions).

Zusatzlich konnte demonstriert werden, dass eine orale als auch eine epikutane NZT-Induktion
nicht nur eine CD8'Tcl vermittelte CHS, sondern auch eine CD4" Th1/Thl7 vermittelte
TNBS-induzierte Colitits verhindern kann. Es wurde hierbei gezeigt, dass CD4"CD25"Foxp3*
Tregs maligeblich an der Entstehung der NZT zur Inhibition der TNBS-induzierten Colitis
beteiligt sind. Es wurde auRerdem herausgefunden, dass die NZT gegenuber der Colitis von IL-
10 abhangig ist und Antigen-spezifisch agiert.

Des Weiteren konnte eine friihzeitige, Uber Wochen-andauernde epikutane NZT- Induktion die

Entstehung eines Diabetes mellitus Typ I in der NOD-Maus signifikant reduzieren.



ZUSAMMMENFASSUNG

Eine Niedrigzonentoleranz (NZT) wird durch die mehrfache orale oder epikutane Applikation von
subimmunogenen Mengen eines Kontaktallergens (z. B. TNCB/TNBS) ausgel6st. Sie flhrt zu einer
Toleranzentwicklung gegeniiber Kontaktallergenen, wenn sie vor Sensibilisierung und folgender
Ausldsung in der Tcl-vermittelten Kontakthypersensibilisierung (CHS; das murine Modell zur
allergischen Kontaktdermatitis) induziert wird. In vorherigen Arbeiten wurde bereits festgestellt,
dass I1L-10 sezernierende CD4*CD25"Foxp3* regulatorische T-Zellen (Tregs) als auch CD11c* DCs
sowie CD8" Suppressor Tc2-Zellen an der Induktion einer epikutan-induzierten NZT und damit der
Verhinderung einer CHS beteiligt sind. Mit Hilfe der vorliegenden Untersuchung konnte im
CHS/NZT Modell gezeigt werden, dass eine direkte Interaktion von Tregs mit CD11c* DCs in den
Haut-drainierenden Lymphknoten Uber gap junctions wahrend der Induktionsphase der NZT
erfolgt.

Als weiterer Ansatz wurde untersucht, inwieweit neben der Tcl CD8" T-Zell-vermittelten CHS
auch eine Th1/Th17 CD4" T-Zell-vermittelte Colitis durch eine epikutane oder orale NZT Induktion
unterdruckt werden kann. Hierzu wurde das murine Modell der TNBS-induzierten Colitis
verwendet, das den menschlichen Morbus Crohn widerspiegelt und ebenfalls durch eine CD4*
Th1/Th17-vermittelte Immunantwort gekennzeichnet ist. Die Induktion einer epikutanen und oralen
NZT &ufRert sich in einer signifikant reduzierten Entziindungsreaktion der Colitis, die durch eine
Mini-Endoskopie und Histologie bewertet wurden. Im Einklang mit diesen Ergebnissen konnte eine
verminderte Th1/Th17-vermittelte T-Zell-Antwort nach Hapten-spezifischer Restimulation
beobachtet werden. Zur Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen wurden Tregs vor
NZT Induktion (entweder durch einen anti-CD25 Antikorper oder durch Verwendung von DEREG-
Mausen mittels Diphtherie-Toxin) in vivo depletiert. In Abwesenheit der Tregs entwickelt sich
keine NZT, sondern eine verstarkte Entzindungsreaktion. Dementsprechend kénnen Tregs in der
Induktionsphase der NZT eine funktionelle Rolle zur Verhinderung einer Colitis zugesprochen
werden. Dariiber hinaus hat IL-10 eine praventive Rolle in der Induktion einer NZT, da in IL-10"
Mausen keine NZT induziert werden konnte. Durch die Verwendung eines zweiten, nicht
verwandten Haptens (DNCB/DNFB) bei der NZT-Induktion wurde ein Antigen-spezifischer
Toleranzmechanismus festgestellt.

In einem dritten Modell wurde geprift, ob durch die Induktion einer NZT, die Entstehung einer
spontanen auftretenden Autoimmunerkrankung, wie dem Diabetes mellitus Typ | im NOD-
Mausmodell, verhindert werden kann. Auch in diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass das
haufige und regelmaRige epikutane Auftragen von 4,5ug TNCB bei jungen NOD-Méusen (3-4

Wochen), zu einer signifikanten Reduktion im Auftreten des Diabetes mellitus Typ | fihrte.



SUMMARY

Low zone tolerance (LZT) is induced by multiple oral or epicutaneous applications of
subimmunogenic amounts of a contact allergen (e.g. TNCB/TNBS) and leads to tolerance
development when applied before sensitization and subsequent challenge of a Tcl mediated
contact hypersensitivity (CHS; the murine model of human allergic contact dermatitis). In
previous work it has been shown that IL-10 secreting CD4*CD25"Foxp3* regulatory T cells
(Tregs) as well as CD11c™ DCs and also CD8* suppressor Tc2 cells are involved in
epicutaneous LZT induction resulting in CHS prevention.

In the present study we found that in the CHS/NZT model Tregs directly interacted with the
CD11c* DCs via gap junctions in the skin-draining lymph nodes during the induction phase of
LZT.

In another approach it was investigated whether in addition to prevention of a Tc1 CD8" T cell-
mediated CHS also a Th1/Th17 CD4" T-cell mediated TNBS-induced colitis (which mimics
the Crohn's disease in man) could be affected by epicutaneous and oral LZT. Induction of
epicutaneous and oral LZT resulted in a significant reduction in the clinical manifestation of
the inflammatory colitis, which was evaluated by using a mini-endoscopy and histology.
Consistent with these results, a decreased Th1/Th17-mediated T cell response after hapten-
specific restimulation was observed. To investigate the underlying immunological mechanisms,
mice were depleted of Tregs before LZT induction (by either using an anti-CD25 antibody or
by using DEREG mice with diphtheria toxin). In the absence of Tregs, LZT failed to develop,
but a pronounced colitis response was observed. Accordingly, Tregs do have a functional role
in the prevention of colitis during the induction phase of LZT. In addition, IL-10 has a
functional role in the induction of LZT as tolerance induction was completely inhibited in IL-
10" mice. Use of a second, unrelated hapten (DNCB/ DNFB) for LZT induction revealed an
antigen-specific tolerance mechanism.

In the third approach, it was investigated whether LZT to haptens is capable to inhibit the onset
of a spontaneous autoimmune-disease, like Diabetes mellitus type 1. Using young NOD-mice
(3-4 weeks), as a murine model of spontaneous diabetes we found that repeated and continuous
application of 4.5 pg TNBS onto the skin resulted in a significant reduction of the incidence of

diabetes mellitus type |.
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