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1. Einleitung
1.1 Uberblick tiber das Immunsystem

11.1 Das angeborene Immunsystem

In Vertebraten wird zwischen angeborener (unspezifischer) und erworbener
(spezifischer) Immunantwort unterschieden. Diese beiden Arten der
Immunantwort lassen sich wiederum in die humorale und zellulare Abwehr
unterteilen. Das angeborene Immunsystem besteht aus der Barrierefunktion der
Korperepithelien, welche die Entwicklung von Infektionen verhindern sowie aus
Zellen und Molekilen, die in der Lage sind, Krankheitserreger, welche die
aulRere Barriere durchbrochen haben, zu eliminieren. Dazu gehdren z.B. die
Gewebs-Makrophagen, die zum zellularen Abwehrsystem gehéren und das
Komplementsystem, das die humorale Immunitat vermittelt. Das angeborene
Immunsystem bildet den ersten Schutz gegen Antigene, da es vier bis sieben
Tage dauert, bis das adaptive Immunsystem eine wirksame Immunantwort zur
Eliminierung eines Antigens erzeugen kann. Das unspezifische Immunsystem
wird folglich auch von dem spezifischen Immunsystem untersttitzt, erganzt und

gesteuert.

1.1.2 Das erworbene Immunsystem

Das erworbene bzw. adaptive Immunsystem charakterisiert die durch klonale
Selektion herbeigefuhrte Immunitdt und Spezifitdit. Des Weiteren kann das
adaptive Immunsystem zwischen "selbst" und "nicht selbst" unterscheiden
sowie eine Gedachtnisfunktion entwickeln. Diese Funktionen werden von hoch-
spezialisierten T- und B-Lymphozyten ausgefuhrt. Die Spezifitit der
Immunreaktion kommt durch die extreme Vielfalt der Antigen-erkennenden
Rezeptoren zustande. Jeder Lymphozyt exprimiert einen solchen Rezeptor, der
fur die Erkennung eines einzigen Antigens spezifisch ist, an seiner
Zelloberflache. Nach Antigenkontakt differenziert ein Teil der B- und T-Zellen zu

Effektorzellen. Diese Effektorzellen werden grof3teils innerhalb weniger Wochen



apoptotisch, der Uberlebende Teil differenziert zu langlebigen Gedachtniszellen.
Diese konnen bei wiederholtem Antigenkontakt sehr viel schneller und

effizienter aktiviert werden (Ubersicht in Ref. [1]).

1.2 Die Zellen des erworbenen Immunsystems

121 Funktion der B-Lymphozyten

B- und T-Lymphozyten entwickeln sich aus pluripotenten, hdmatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks. Nach der B-Zell-Reifung im Knochenmark
(primares lymphatisches Organ) erfolgt deren Migration in die sekundaren
lymphatischen Organe, wie z.B. Lymphknoten (LK), Milz und Mukosa-
assoziiertes lymphatisches Gewebe, um dort ihre Effektorfunktionen
auszufuhren. Die Antigenbindungsstelle der B-Zellen, der B-Zell-Rezeptor
(BZR), besteht aus einer membrangebundenen Form eines Antikorpers, dem
sogenannten Oberflachen-Immunglobulin. Die Bindung eines Antigens an den
BZR stimuliert die Expression von CD80/CD86 sowie des MHC-II-Komplexes.
Mithilfe des MHC-Komplexes werden aufbereitete Antigene T-Lymphozyten
prasentiert und T-Helferzellen aktiviert.

Der Kontakt zwischen BZR und Ty-Zellen fuhrt zur Mehrexpression des CD40-
Liganden (CD40L) auf der Ty-Zelle. Die Interaktion des CD40 Rezeptors der B-
Zelle mit dem CD40L der T-Zelle stimuliert die B-Zell Proliferation. Einige B-
Zellen differenzieren daraufhin zu Plasmazellen, die direkt ins Knochenmark
wandern und IgM bzw. spater IgG sezernieren (Ubersicht in Ref. [2]). Der
Grofdteil der B-Zellen migriert jedoch in die LK-Regionen. Einige Tage nach
Antigenkontakt proliferieren B-Zellen im Keimzentrum der LK, das von
aktivierenden Ty-Zellen umgeben ist. Innerhalb einer Woche entwickeln sich
viele Keimzentren, in denen die somatische Hypermutation, der Wechsel der
Immunklassen und die Formation von Plasma- und B-Gedachtniszellen
stattfindet [2]. Bei der somatischen Hypermutation entstehen zufallige
Veranderungen in der leichten und schweren Kette des BZR, so dass sich ihre
Ig-Bindungsstelle verandert. Binden B-Zellen ein Antigen mit hoher Affinitat,

konnen sie weiterhin Antikrper sezernieren und zu Plasmazellen



differenzieren. B-Zellen, die mit niedriger Affinitat Antigene binden werden
durch Apoptose eliminiert [2]. Nach Antigenexposition werden zunachst
Antikodrper der Klasse IgM produziert. Im Verlauf wird bei dem sogenannten Ig-
Klassen-Switch der H-Ketten Locus durch genetische Rekombination
umgelagert. Hierzu ist die CD40/CD40L Interaktion sowie die Sekretion
spezifischer Zytokine der aktivierten T-Zellen unabdingbar. Der Switch von IgM
zu IgE, der bei atopischen und allergischen Erkrankungen eine wesentliche
Rolle spielt, wird unter anderem von den Zytokinen IL-4 und IL-13 gesteuert, die

von Ty2-Zellen sezerniert werden (Abb. 1) [2].
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Abb. 1: Zellulare Interaktion zwischen B- und T-Zellen bei der B-Zell-Reifung. B-Zellen des KM
wandern zur Aktivierung in LK. Von APZs inokulierte Allergene werden an MHC-II-Komplexe
gebunden und T-Zellen prasentiert, die daraufhin aktiviert werden und zu Ty2-Zellen
differenzieren. Treffen B-Zellen auf ihr spezifisches Antigen, wird dieses auf der B-Zelle durch
den MHC-II-Komplex prasentiert und Ty2-Zellen werden aktiviert sowie zur Proliferation und
Sekretion von IL-4 angeregt. Ebenfalls wird die Expression des CD40L hochreguliert.
Stimulation von CD40 der B-Zelle fuhrt zur vermehrten Expression von CD80/86, welches die
CD40L Expression auf T-Zellen anregt und B-Zellen durch die Induktion von IL-4 vermehrt
stimuliert. Die CD40 vermittelte Stimulation der B-Zellen bewirkt mit der Hilfe von IL-4 Rezeptor-
Signalen eine vermehrte Umlagerung des IgE-Genom-Locus und somit die Produktion von IgE—
Antikodrpern. Allergenspezifisches IgE bindet die hochaffinen IgE-Rezeptoren auf Mastzellen.
Nach Allergenexposition werden die gebundenen Antikdrper quervernetzt, was in der
Mastzelldegranulation und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine resultiert [2].



1.2.2 Funktion der T-Lymphozyten

Anhand ihres Phanotyps konnen verschiedene Gruppen von T-Zellen,
unterschieden werden.

CD8+ zytotoxische T-Zellen sind in der Lage korperfremde Zellen oder Zellen,
die ein mutiertes Genprodukt exprimieren, zu vernichten. Sie erkennen
Antigenfragmente in Assoziation mit MHC-Klasse-I-Molekulen. CD4+ T-Helfer-
Zellen besitzen die Fahigkeit, andere Zellen, wie z.B. B-Zellen oder
Makrophagen, zu aktivieren. lhre Funktion besteht in der Kontrolle und
Steuerung der Immunantwort. Sie erkennen Antigenfragmente, die mit MHC-
Klasse-lI-Molekulen assoziiert sind.

1.2.3 Grundzige der Entwicklung von T-Lymphozyten

Die Entwicklung der Spezifitat von Antigenrezeptoren auf T-Lymphozyten
erfolgt nach dem Zufallsprinzip. Dies fuhrt zu einem umfangreichen Repertoire
an Antigenrezeptoren. Zahlreiche, potentielle Rezeptoren sind jedoch gegen
korpereigene Strukturen gerichtet. Vorlaufer der T-Zellen wandern aus dem
Knochenmark in den Thymus, wo die TZR Gene umgelagert werden und somit
die Antigenspezifitat eines jeden Lymphozyten festgelegt wird. Diesen
Vorlaufer-T-Zellen fehlen die meisten Oberflachenmolekile, die fiur reife T-
Zellen charakteristisch sind. Die Differenzierung zu Zellen der T-Zell-Linie
erfolgt durch die Umlagerung der Genloci fur die TZR-B-Kette und die
Expression des pra-TZR-Komplexes. Dies hat zur Folge, dass die ,doppelt
negativen“ CD4-CD8- Vorlauferzellen unter dem Einfluss von IL-7 expandieren
und dass CD4 und CD8 auf der grofRten Untergruppe der ,doppelt-positiven®
Thymozyten hochreguliert wird. Dies fuhrt zur Umlagerung der TZR-a-Kette und
zur Bildung des TZR [3, 4]. Doppelt positive T-Zellen werden daraufhin der
Positivselektion unterzogen. Zellen, deren TZR schwach aber signifikant mit
dem selbst-MHC-Peptid-Komplex reagiert, werden selektioniert und erhalten ein
Uberlebenssignal (Ubersicht in Ref. [5, 6]). T-Zellen hingegen, die eine hohe
Affinitat zu selbst-MHC-Liganden und somit autoagressive Eigenschaften



aufweisen, werden durch Negativselektion eliminiert (Ubersicht in Ref. [5, 7]).
So entwickeln sich “einfach positive® CD4+CD8- oder CD4-CD8+ T-Zellen. Die
Zellen, die beide Selektionsprozesse Uuberleben, werden in die Peripherie
entlassen, um dort aktiviert zu werden und ihre Effektor- bzw. Regulatorfunktion
auszufuhren [5]. Durch diese Selektionsprozesse entwickelt sich eine
immunologische Toleranz gegentber allgegenwartigen Selbst-Antigenen. Die
reife Lymphozytenpopulation wird demnach nur von einem kleinen Teil der

ursprunglich im Thymus oder Knochenmark erzeugten Lymphozyten gebildet

[6].

1.2.4 Aktivierung der T-Lymphozyten

Die T-Zell Antwort auf eine Infektion kann in drei Teile gegliedert werden. Man
unterscheidet die initiale Aktivierung und Vermehrung von T-Lymphozyten, die
Entwicklung und Erhaltung eines immunologischen Gedachtnisses sowie die
Reduktion und den Tod (Ubersicht in Ref. [8]). Der Kontakt des TZRs naiver T-
Zellen mit einem Antigen, das an ein MHC-Molekul auf der Oberflache einer
APZ gebunden ist, fuhrt mit Hilfe kostimulierender Signale zur Aktivierung von
T-Zellen (Ubersicht in Ref. [9]). Ein kostimulierendes Signal kann z.B. durch die
Bindung von B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86), welche auf dendritischen Zellen
und APZs induzierbar sind, an den CD28 Rezeptor auf naiven T-Zellen
vermittelt werden (Ubersicht in Ref. [10]). Die Integration der kostimulierenden
Signale und die Anwesenheit bestimmter Zytokine wie z.B. IL-2, 4, 5, und IL-13
[11] triggern die Proliferation sowie die Differenzierung naiver T-Zellen zu T-
Effektorzellen [9]. Mit CD28 verwandte Proteine werden ebenfalls auf aktivierten
T-Zellen induziert. Sie dienen der Veranderung kostimulatorischer Signale
wahrend der Entwicklung der T-Zellantwort. Eines dieser Proteine ist CTLA-4
(CD152), ebenfalls ein Rezeptor fiir B7 (CD80/CD86) Molekiile. CTLA-4 bindet
mit hoherer Affinitat an CD80/CD86 als CD28 und vermittelt aktivierten T-Zellen
ein inhibitorisches Signal [10]. Dies vermindert die Reaktionsfahigkeit aktivierter
Tochterzellen auf die Stimulationssignale der APZs sowie die Sekretion des
autokrinen Wachstumsfaktors IL-2. Die Bindung von B7 Molekiulen an CTLA-4



tragt entscheidend dazu bei, die Proliferation aktivierter T-Zellen als Reaktion
auf Antigene und B7 zu begrenzen [9].
Es kdnnen verschiedene Subpopulationen von aktivierten T-Effektorzellen, die

sogenannten T-Helferzellen, unterschieden werden [9].

1.25 T-Helfer-Zell Differenzierung

Naive CD4+T-Zellen (T,) besitzen die Fahigkeit, nach ihrer Aktivierung in Tyl-,
Tw2-, oder Tyl7-Zellen zu differenzieren (Abb. 2). Sie entwickeln sich aus T,-
Zellen und konnen unter anderem anhand der von ihnen produzierten Zytokine
typisiert werden. Tyl-Zellen unterstitzen die zellulare Immunantwort und
kontrollieren intrazellulare Pathogene. Die Differenzierung aus naiven CD4+T-
Zellen erfolgt unter dem Einfluss von Zytokinen wie IL-12 und IFNy (Ubersicht in
Ref. [12, 13]). Die Tyl-Zellen selbst produzieren daraufhin IFNy Antigen-
unabhéngig und halten so die Differenzierung zu Tyl-Zellen aufrecht [12]. Ty2-
Zellen entwickeln sich unter dem Einfluss von IL-4 und sind durch die
Produktion der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 charakterisiert. Die Differenzierung
zu Tyl-Zellen hingegen wird durch IL-4 geblockt. IL-4 und IL-5 dienen der
Aktivierung von B-Zellen und fordern deren IgE-Sekretion. Sie tragen ebenfalls
zur Rekrutierung eosinophiler Zellen bei und unterstitzen somit die humorale
Immunantwort und die Abwehr parasitischer Infektionen [13]. Man geht davon
aus, dass Dysregulationen der Ty2-Antwort bei der Entstehung von Krankheiten
des atopischen Formenkreises eine Rolle spielen [13].

Zusatzlich zu den Tyl- und Th2-Zellen konnte eine weitere Gruppe der
T-Effektorzellen, die Tyl7-Zellen, identifiziert werden. Tyl7-Zellen zeichnen
sich durch die Produktion und Freisetzung der Zytokine IL-17A, IL-17F und IL-6
aus. Fur die Entwicklung der Ty17-Zellen ist TGF-B unentbehrlich. Nachdem ein
Pathogen, das eine Entziindungsreaktion verursacht hat, eliminiert ist, sind
diese Zellen in der Lage, die T-Effektorzell-Differenzierung zu beenden [12].
Welche Rolle genau die Tyl7-Zellen in der Pathogenabwehr spielen, ist noch

nicht vollstdndig geklart [13]. Allerdings ist bekannt, dass sie ein hohes



proinflammatorisches Potenzial besitzen und bei der Entwicklung von
Autoimmunkrankheiten beteiligt sein kénnen (Ubersicht in Ref. [14]).

Nach der initialen Phase der T-Zell Aktivierung und Vermehrung sterben in der
Reduktionsphase ca. 90-95% der aktivierten T-Zellen, die an der priméren
Immunabwehr und an der Beseitigung einer Infektion beteiligt waren, durch
Apoptose (Ubersicht in Ref. [15]). Dieses Phadnomen wird als “activation
induced cell death“ bezeichnet (Ubersicht in Ref. [16]). Die Apoptose der durch
Antigene aktivierten T-Zellen ist ein wichtiger Vorgang, um die Ansammlung
von Zytokin-produzierenden Zellen zu verhindern (Ubersicht in Ref. [17]). Bei
chronischen Entzindungen werden durch Antigene aktivierte T-Zellen oder
autoreaktive T-Zellen nicht durch Apoptose eliminiert. Dies hat zur Folge, dass
die induzierte Immunreaktion weiter unterhalten wird und somit
Gewebeschéaden verursachen kann [17-20]. Die Apoptose ist daher ein
grundlegender Prozess zum Erhalt des Gleichgewichts zwischen Induktion und
Beendigung einer Immunreaktion [21]. Sie wird durch ein intrazelluléares "Suizid-
Programm" herbeigefihrt, das z.B. durch CD95 (Fas) Molekile initiiert werden
kann. Kinder, deren Zellen nicht in der Lage sind Apoptosen zu induzieren,
leiden an lymphoproliferativen Syndromen wie z.B. Lymphadenopathie,
Splenomegalie, Hypergammaglobulindmie und an Autoimmunerkrankungen
[22-24]. Daher liegt die Vermutung nahe, dass bei chronisch-entzindlichen
Hauterkrankungen wie beispielsweise der atopischen Dermatitis ein
Ungleichgewicht zwischen Aktivierung und Deaktivierung der T-Zellen besteht.
Dies konnte u.a. durch eine Stérung des CD95/CD95 Ligand-Systems und

damit der Apoptoseinduktion verursacht sein.

1.2.6 Entwicklung der T-Effektor-Gedachtniszellen und zentralen
T-Gedéachtniszellen

Folge der adaptiven Immunantwort ist die Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses. Darunter verstent man die Fahigkeit des Immunsystems, auf
schon bekannte Krankheitserreger schneller und effektiver zu reagieren [25,
26].



Dies beruht auf einer sich klonal vermehrenden Population antigenspezifischer
Lymphozyten, den sog. T-Gedachtniszellen, die sich quantitativ und qualitativ
von naiven T-Zellen und T-Effektorzellen (Te) unterscheiden [27]. Eine starkere
Expression von Adhasionsmolekilen auf der Zelloberflache von
Gedéachtniszellen und eine hdhere Affinitat des IL-2 Rezeptors oder des TZR
sorgen dafur, dass Gedachtniszellen schneller [15] und bei geringerer
Antigendosis zu Tef aktiviert werden konnen (Ubersicht in Ref. [28]).

Hinsichtlich der Entwicklung von T-Gedachtniszellen ging man bislang davon
aus, dass sich die T-Gedachtniszellen direkt aus Te entwickeln. Dieses sog.
lineare oder ,uniform potential® Modell [29, 30] wurde von der Beobachtung
gestlitzt, dass T-Gedachtniszellen unter besonderen Bedingungen direkt aus
Zellen hervorgehen, die zuvor eine Effektorfunktion ausgefihrt haben [28].
Nach der ,straight-to-memory“ Theorie sind T-Ged&achtniszellen in der Lage,
sich direkt aus naiven T-Zellen zu entwickeln [31]. Bei letzterem Modell wird die
Intensitat und Dauer des antigenen Stimulus zur Generierung der Te und T-
Gedachtniszellen bertcksichtigt [32, 33].

Das Schicksal der reaktiven T-Zellen héngt von der Dauer der TZR-
Wechselwirkung (z.B. dem Kontakt der T-Zelle mit APZs) und dem Einfluss von
Zytokinen ab. Eine vergleichsweise kurze TZR-Wechselwirkung resultiert in der
Entwicklung von zentralen T-Gedachtniszellen (central memory, Tcy), wahrend
eine langer andauernde TZR-Wechselwirkung sowie der Einfluss von Zytokinen
zur Entwicklung von Tes-Gedéachtniszellen (Tew) beitragen [26]. Die Population
der T-Gedachtniszellen ist daher sehr heterogen und die Zellen kénnen
bezuglich ihres Phanotyps, der anatomischen Verteilung und ihrer funktionellen
Eigenschaften charakterisiert werden [34]. Anhand des Chemokin-Rezeptors 7
(CCR7) und von L-Selektin (CD62L) kénnen Tcy und Tgm funktionell
unterschieden werden [35, 36]. Tcu exprimieren CCR7, halten sich vermehrt in
den sekundaren lymphatischen Organen auf und exprimieren verstarkt den
CD62L" [8]. Sie besitzen weder unmittelbare Effektorfunktionen, wie die
Fahigkeit zur IFNy Sekretion, noch zytotoxische Eigenschaften [14]. CD4+Tcum
sind jedoch in der Lage, nach wiederholtem Antigenkontakt, grof3e Mengen IL-2

zu synthetisieren [32]. Nach der Bindung von IL-2 an den IL-2 Rezeptor der T-



Helferzellen wird einen komplexe Signalkaskade ausgel6st, die hauptsachlich
autokrin auf die Ty-Zellen selbst wirkt. Sie aktiviert die Ty-Zellen und regt sie zur
klonalen Teilung an. Neben der autokrinen Wirkung auf Ty-Zellen hat IL-2 einen
ahnlichen Effekt auf B-Lymphozyten und natirliche Killerzellen [33]. Tewm
exprimieren CCR7 nicht und nur bedingt den CD62L [37]. Sie befinden sich im
extralymphatischen Gewebe und kénnen sehr schnell erneut Effektorfunktionen
ausfihren [14]. Sowohl Tcyw als auch Tgy sind CD45RA negativ, was fur
Gedachtniszellen charakteristisch ist (Tab. 1) (Ubersicht in Ref. [38]) .

CD4+T-Zellen Tem Tem
CD45RA- CD45RA-
cD62L" cbhe2L""°
CCR7+ CCR7-

Tab. 1: Phanotypische Einteilung der CD4+ T-Gedachtniszellen. Zentrale T-Gedachtniszellen
(Tem) exprimieren CCR7, CD62L in sehr hohem MaflR und kein CD45RA. T-Effektor-
Gedachtniszellen (Tgy) exprimieren weder CCR7 noch CD45RA. Sie kénnen den CD62L in
unterschiedlichem MafR3e exprimieren.

1.2.7 Die regulatorischen T-Lymphozyten

Die Existenz einer T-Zell Subpopulation, die auf die Suppression der
Immunantwort abzielt, wurde erstmals um 1970 beschrieben. Da die zellularen
und molekularen Mechanismen, welche fir die Suppressorfunktion
verantwortlich sind, nicht eindeutig charakterisiert werden konnten, verlor man
das Interesse an den Suppressorzellen [39, 40]. Doch um 1990 erlebten die
T-Suppressorzellen eine Renaissance und wurden als regulatorische T-Zellen
wiedergeboren. Sie besitzen die Fahigkeit, inadaquate Immunreaktionen auf ein
Fremd- oder Selbst-Antigen zu verhindern und somit die periphere

Immuntoleranz zu gewéhrleisten (Ubersicht in Ref. [41]).



1.2.8 Kontrolle der T-Effektorzell abhangigen Immunreaktion durch

regulatorische T-Lymphozyten

Die Reaktion der CD4+ T-Zellen auf ein Pathogen beruht, wie bereits
beschrieben, auf der Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen zu T-Effektorzellen.
Eine weitere, spezialisierte Gruppe der CD4+ T-Zellen ist in der Lage,
destruktive Immunreaktionen zu kontrollieren und Immunreaktionen gegen
harmlose Kommensalen sowie die Entwicklung selbstreaktiver T-Zellen zu
verhindern. Diese regulatorischen T-Zellen (Tregs) haben die Aufgabe, die
periphere Immuntoleranz aufrecht zu erhalten [42-44]. Tregs konnen in
verschiedene Untergruppen eingeteilt werden. Tregs, die im Thymus reifen,
werden als natirlich vorkommende CD4+CD25+ Tregs (nTregs) bezeichnet
und unterscheiden sich von CD4+CD25+ adaptiven Tregs (aTregs) die in der
Peripherie durch Antigenkontakt induziert werden (Ubersicht in Ref. [45]). Eine
weitere Gruppe bilden die IL-10 produzierenden Tregs, die Trl-Zellen
(Ubersicht in Ref. [42]). Des Weiteren wurden CD4+CD25" Tregs beschrieben,
die in ihrer Funktion den nTregs sehr &hnlich sind, sich aber aus CD4+CD25- T-
Zellen entwickeln [46-49].

1.2.9 Phanotyp und Eigenschaften  humaner, regulatorischer

T-Lymphozyten

Natirlich vorkommende Tregs bilden ca. 5-10% der gesamten CD4+ T-Zell
Population im peripheren Blut [43, 45]. Sie exprimieren neben der hochaffinen
a-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25), CTLA-4, den Rezeptor fur den
Glukokortikoid-induzierten Tumor-Nekrose Faktor (GITR) und HLA-DR. Tregs
exprimieren die a-Kette des IL-7 Rezeptors (CD127) nur in geringem Mal3e,
was die Unterscheidung von aktivierten CD4+CD25+ T ermoglicht (Ubersicht
in Ref. [50]). Wie auch bei anderen Tregs sind die proliferativen Eigenschaften
der nTregs nach Stimulation Uber den TZR in vitro sehr gering. Sie produzieren
keine Zytokine und sind gegenlber Apoptose widerstandsfahiger als andere

Zellen. Die Expression von CCR7, CCR6 und CD103 ermdéglicht ihnen gezielte
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Chemotaxis zu inflammatorischen Herden [51]. Nach Aktivierung tber den TZR
supprimieren nTregs die Transkription von IL-2 mMRNA sowie die Proliferation
von CD4+ und CD8+ T Der genaue Suppressionsmechanismus ist bisher
allerdings noch unbekannt.

Man geht aber davon aus, dass die Suppression zellkontaktabhéngig vermittelt
wird [52]. Es ist jedoch nicht auszuschliel3en, dass l6sliche Faktoren, wie z.B.
TGF-B, suppressive Funktionen ausfihren kénnen [52, 53]. CTLA-4 Ubermittelt
ein intrazellulares, inhibitorisches Signal und wurde bisher mit den suppressiven
Fahigkeiten der Tregs in Verbindung gebracht. Allerdings vermittelt CTLA-4 die
Suppressorfunktion der nTregs nicht direkt [44]. In einem CTLA-4 Knockout-
Model waren Tregs, trotz des Auftretens schwerer Autoimmunerkrankungen in
der Lage, ihre suppressiven Fahigkeiten auszufuhren [44].

In humanen nTregs wurde das Granzym A identifiziert. Dies I6st in den
Zielzellen die Granzym/Perforin Reaktionskette aus, die zur Lyse der Zelle fuhrt
[44, 54]. Zusatzlich wird das Ectoenzym CD39, das ATP zu AMP degradiert, auf
der Zelloberflache humaner Tregs exprimiert [55]. Des Weiteren fuhrt die
Blockade von Galectin, einem Protein, das auf aktivierten Tregs von Mausen
und Menschen hochreguliert wird, zum Verlust der suppressiven Eigenschaften
[56]. Natirlich vorkommende Tregs sind nicht nur in der Lage Tex ZU
supprimieren, sondern kénnen auch die Entwicklung dendritischer Zellen sowie
die Produktion von Antikérpern durch B-Zellen [52] beeinflussen.

Unabhangig von dem zugrundeliegenden Suppressionsmechanismus ist IL-2
fur die Suppressionsfahigkeit der nTregs sowie ein TZR-vermitteltes Signal
unabdingbar. IL-2 spielt nicht nur eine gro3e Rolle als Wachstumsfaktor fur
Tregs sondern ist auch essentiell fur die Erhaltung und Funktion der Tregs in
vivo. Tregs sind nicht in der Lage, IL-2 selbst zu sezernieren. Deshalb ist es flr
die Funktionserhaltung von Tregs Uberaus wichtig, dass IL-2 an deren
Wirkungsort von T bereitgestellt wird (Abb. 2) [57].
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Abb. 2: CD4+CD25+FoxP3+ und Trl-Zellen tragen zur Kontrolle allergenspezifischer
Immunantworten auf verschiedenen Wegen bei. Sie sind an der Suppression dendritischer
Zellen, welche die Entwicklung von T-Effektorzellen unterstiitzen, beteiligt sowie an der
Suppression von Tyl-, Ty2- und Tyl7-Zellen. Des Weiteren tragen sie zur Suppression der
allergenspezifischen Produktion von IgE durch Mastzellen bei [58].

1.2.10 Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 in regulatorischen

T-Lymphozyten

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die als Hauptregulatoren die Entwicklung
und Funktion einer Zelle bestimmen. Diese kodnnen von verschiedenen
extrazellularen Mediatoren und intrazytoplasmatischen Molekilen beeinflusst
werden und so Uber positive oder negative Signale die Entwicklung des
Genoms verandern [57].

FoxP3 ist der Haupttranskriptionsfaktor in der Entwicklung von Tregs. Er gehort
zu den helixformigen Transkriptionsfaktoren und wird sowohl von nTregs als
auch von CD4+CD25" Tregs in hohem MaRe exprimiert [59, 60]. Beim
Menschen werden zwei verschiedene Splice-Varianten exprimiert, wobei beide
Varianten die Fahigkeit besitzen, die Anergie der CD4+ T-Zellen herzustellen
[60]. Ein weiterer Unterschied zu murinen T-Zellen besteht darin, dass bei

humanen T-Zellen die Expression von FoxP3 in aktivierten CD4+CD25- T-
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Zellen hochreguliert wird, so dass auch CD4+CD25-FoxP3+ T-Zellen existieren,
die allerdings nicht in der Lage sind Suppressorfunktionen auszufiihren
(Ubersicht in Ref. [61]). Der Defekt des FOXP3 Gens bei Mausen fihrt zum
Verlust des FoxP3 Proteins in nTregs und damit zum Verlust ihrer
Suppressorfunktion. Dies hat die Entwicklung verschiedener organspezifischer
Autoimmunpathologien zur Folge, die wiederum auf der Basis einer CD4
Uberaktivierung entstehen [62, 63]. Depletiert man nTregs in Mausen, nehmen
diese Mause einen Scurfy-Phanotyp an. Scurfy Mause sind durch eine Mutation
des FOXP3 Gens charakterisiert. Dieser, mit dem X-Chromosom assoziierte,
Defekt fuhrt in hemizygoten ménnlichen Mausen innerhalb von 16-25 Tagen
nach der Geburt zum Tod. Diese Mause sind durch eine verstarkte Proliferation
von CD4+ T-Lymphozyten, extensive Infiltration multipler Organe, sowie dem
Anstieg des Serumgehalts zahlreicher Zytokine gekennzeichnet. Die isolierte
Infusion von CD4+CD25+ nTregs in FoxP3 defiziente oder Scurfy-Mause
verhindert andererseits die Manifestation des fatalen Scurfy-Syndroms [64, 65].
Ein Mangel an FoxP3 resultiert bei Menschen in einem fehlgesteuerten
Immunsystem, Polyendokrinopathien und Enteropathien, dem sog. IPEX-
Sydrom. Patienten, die am IPEX-Syndrom leiden, entwickeln im Kindesalter
Diabetes mellitus Typl, Reizdarm-Syndrom, Allergien, atopische Dermatitis,
eine Uberproduktion von IgE, viele hamatologische Erkrankungen sowie
Infektionserkrankungen [62, 63]. Tregs sind daher ein vielversprechender
Angriffspunkt zur Erforschung der Immunpathogenese von Allergien und

Autoimmunerkrankungen.

1.2.11 Verhéltnis zwischen dem Aktivierungsmarker CD45RA und der
Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 in regulatorischen
T-Lymphozyten

Nach abgeschlossenem, positiven Selektionsprozess im Thymus exprimieren
T-Zellen CD45RO0O, konvertieren aber bei deren Entlassung in die Peripherie zu
CD45RA+ T-Zellen [66]. Die Zellen, die auf ein geeignetes MHC-Peptid in der
Peripherie treffen, exprimieren weiterhin CTLA-4 und wandeln sich zu
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CD45RO+ Zellen mit regulatorischen Eigenschaften, um [66]. Die Zellen, die
auf kein geeignetes MHC-Peptid treffen, kehren in den Ruhezustand zuriick
und unterscheiden sich von naiven T-Zellen nur in der Expression von CD25
und der Herunterregulation von CD4. Seddiki et al. beschrieben, dass
CD45RA+CD4+CD25+ Zellen im Thymus, im Nabelschnurblut und im
peripheren Blut von Erwachsenen als Teil der regulatorischen T-Zell
Subpopulation angesehen werden konnen [66]. Die Messung der FOXP3
MRNA in den Subpopulationen CD25+CD45RA-/RO+ und
CD25+CD45RA+/RO- aus Nabelschnurblut und dem Blut erwachsener
Probanden, ergab eine 500 Mal hohere Expression von FOXP3, als in naiven
Zellen. CD25"° und CD25™CD45R0O+ Zellen aus Nabelschnurblut und aus dem
Blut erwachsener Probanden exprimieren 10-30 Mal mehr FOXP3 mRNA als
naive CD25-CD45RA+ Zellen [66]. Das FOXP3 Signal in den verschiedenen
Populationen koénnte allerdings auch von einer Kontamination mit Tregs
herrihren oder aber die echte Expression durch konventionelle
antigenerfahrene T-Zellen widerspiegeln. Diesbezlglich wurde bereits in
mehreren Publikationen tibereinstimmend von in vitro aktivierten CD4+CD25- T-
Zellen berichtet, die ebenfalls FoxP3 exprimieren [67-69]. Seddiki et al. zeigten
weiterhin, dass die Anzahl der Tregs in der Population der naiven Zellen und
der Gedachtniszellen bei gesunden Erwachsenen sehr stark variiert. Diese
Schwankungen konnen, vor allem bei naiven CD45RA+ Zellen, vom Alter des
Probanden abhangig sein, sind aber nicht einfach auf eine verminderte
Produktion der Zellen im Thymus zurlckzufihren [66, 70]. Ein geringeres
Vorkommen von Tregs in der Population der CD4+ Zellen kénnte nicht nur
durch eine verminderte Produktion im Thymus sondern auch durch eine
geringere Lebenserwartung der Tregs im peripheren Blut bedingt sein. Deshalb
ist es wichtig zu untersuchen, ob die Anzahl der naiven Tregs bei Patienten mit
immuninflammatorischen und Autoimmunerkrankungen, die durch eine
inadaquate Thymusfunktion gekennzeichnet sind, ebenfalls herabgesetzt sind
[71-73].
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1.3 Die Hypersensitivitatsreaktionen

13.1 Der allergische Formenkreis

Ursprunglich wurde die Allergie als eine Reaktion des Koérpers auf eine
unbekannte Substanz beschrieben (Uberblick in Ref. [74]). Heute wird die
Allergie als Krankheit bezeichnet, deren Ursache in einer Uberschiel3enden
Reaktion des Immunsystems auf eigentlich harmlose Antigene im Sinne einer
Hypersensibilitatsreaktion liegt [74]. Eine solche Uberempfindlichkeitsreaktion
kann Gewebeschaden und schwere Erkrankungen bedingen. Nach Coombs
und Gell werden Hypersensitivitatsreaktionen in vier Klassen eingeteilt (Tab. 2),
die sich hinsichtlich der beteiligten Antigene und Antikdrperklassen
unterscheiden [74]. Typ | Hypersensibilititsreaktionen beruhen auf der
Sekretion von IgE, das seinerseits die Aktivierung von Mastzellen auslost, wie
z.B. bei der atopischen Dermatitis, der allergischen Rhinitis, dem allergischen
Asthma und der systemischen Anaphylaxie. Fir die Typen Il und Il dagegen ist
IgG verantwortlich. 1gG l6st, je nachdem welche IgG-Subklasse involviert ist
und je nach den Eigenschaften des Antigens, Immunreaktionen
unterschiedlichen Schwergrads aus [74]. Die durch IgG verursachte
Immunreaktion wird entweder durch den Fc-Rezeptor oder durch phagozytische
Effektormechanismen vermittelt. Typ Il Reaktionen richten sich hauptséachlich
gegen Zelloberflachen- und Matrixantigene und fuhren zu Zellspezifischen
Gewebeschaden, wie es z.B. bei verschiedenen Medikamentenallergien der
Fall ist. Hierbei ist das auf der Zelloberflache gebundene Arzneimittel
Angriffsziel der IgG-Antikorper, was letztendlich zu einer Zerstérung der Zelle
fuhrt [74]. Typ lll Reaktionen richten sich gegen l6ésliche Antigene, wie z.B. bei
der Serumkrankheit oder Arthus-Reaktion. Ursache der auftretenden Symptome
ist die Ablagerung von zirkulierenden Antigen: Antikdrper-Aggregaten oder
Immunkomplexen. Immunkomplexe treten bei jeder AntikOrperreaktion auf,
unterscheiden sich aber in Grof3e, Menge, Affinitat und beteiligtem Isotyp des
jeweiligen Antikorpers [74]. Kleine Aggregate kdnnen sich in den GefalRwanden
ablagern und dort zu schwerwiegenden Schadigungen des Gewebes fihren.
Typ IV Reaktionen werden nicht Antikbrper sondern T-Zell vermittelt. Die
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Gewebeschadigung wird hier entweder durch die Aktivierung von Makrophagen
durch Tyl-Zellen verursacht, was zu einer Entzindungsreaktion fuhrt (z.B.
Kontaktdermatitis, Tuberkulinreaktion) oder es sind Ty2-Zellen beteiligt, wobei
eosinophile Zellen vorherrschend sind (z.B. chronisches Asthma, chronische
allergische Rhinitis). Bei Ty2-Zell-Beteiligung werden die Schaden direkt von
zytotoxischen T-Zellen verursacht wie z.B. bei Kontaktdermatitis.

Antikérper-vermittelte Hypersensitivitatsreaktion Zell-vermittelte
Hypersensitivitatsreaktion

Typ | Typ Il Typ Il Typ IV

IgE-vermittelte Humorale, Immun-Komplex T-Zell vermittelte

Hypersensitivitatsreaktion | zytotoxische vermittelte Hypersensitivitatsreaktion

vom Soforttyp Immunantwort | Immunantwort vom verzogerten Typ

Allergische Rhinitis, Medikamenten | Immunkomplex- Kontaktallergie,

Asthma bronchiale -induzierte Vaskulitis, Exogen- Medikament-induziertes

Zytopenie allergische Alveolitis | Exanthem

Tab. 2: Nach Coombs und Gell werden die Hypersensitivitatsreaktionen in vier Typen eingeteilt
[74].

1.3.2 Die Atopie

In der westlichen Welt neigen 40% der Bevolkerung dazu, auf eine Vielzahl von
Umweltantigenen wie z.B. Graserpollen und Haustaubmilben, mit Ubertrieben
starken IgE-Antworten, sog. Hypersensitivitatsreaktionen des Typ |, zu
reagieren. Diese Veranlagung wird als Atopie bezeichnet. Ihr Ursprung wird
durch mehrere Genloci beeinflusst. Bei Menschen mit atopischer Pradisposition
findet man einen hoheren IgE-Gesamtspiegel und héhere Zahlen eosinophiler
Zellen im Blut [75]. Verdnderungen auf den Genloci, die fur IL-3, IL-4, IL-5, IL-
12, IL-13 und GM-CSF kodieren kénnen fir die Entwicklung der Atopie
mitverantwortlich sein. Diese Zytokine spielen eine wichtige Rolle beim IgE-
Isotypwechsel, fir das Uberleben von eosinophilen Granulozyten, fir die
Vermehrung von Mastzellen und bei der Aufrechterhaltung einer Ty2-
Immunantwort (Ubersicht in Ref. [76]).

Atopische Erkrankungen manifestieren sich meist schon im S&uglings- und

Kleinkindalter und stellen somit den Beginn des ,Atopischen Marsches® dar.
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Dieser ist gekennzeichnet durch den altersabhangigen Ubergang der
atopischen Dermatitis in die allergische Rhinokonjunktivitis in der Adoleszenz

und das allergische Asthma im Erwachsenenalter [77].

1.3.3 Definition der atopischen Dermatitis

Die atopische Dermatitis hat eine Vielzahl von Bezeichnungen, wie z.B.
atopisches Ekzem, Neurodermitis oder endogenes Ekzem. Sie ist eine haufige,
durch sehr starken Juckreiz charakterisierte Hauterkrankung, die zumeist bei
Kindern und jungen Erwachsenen, oft chronisch oder chronisch-rezidivierend,
auftritt. Neben der atopischen Disposition stellen eine gestorte
Immunregulation, vegetative Dysregulation, trockene Haut und erhodhte IgE-
Bildung die wesentlichen pathophysiologischen Faktoren dar. Aul3erdem
spielen Allergien auf Nahrungsmittel, Aeroallergene und psychosomatische
Faktoren eine entscheidende Rolle (Ubersicht in Ref. [78]).

1.33.1 Epidemiologie der atopischen Dermatitis

Die atopische Dermatitis ist eine weltweit verbreitete Erkrankung, die vor allem
Kinder der westlichen Industrienationen betrifft. Die Zahl der erkrankten Kinder
ist seit 1960 von 3% auf 10-20% gestiegen [78-80]. Die Erstdiagnose der
atopischen Dermatitis wird in den ersten sechs Lebensmonaten bei 45% der
betroffenen Kinder gestellt, bei 60% wéhrend des ersten Lebensjahrs und bei
85% innerhalb der ersten funf Lebensjahre [81]. Die Pravalenz der AD unter
US-amerikanischen Kindern ist (17,2%) mit der unter europaischen (15,6%) und
japanischen Kindern (24%) vergleichbar [78]. Es wird ein gehauftes Auftreten
der AD in stadtischen verglichen mit landlichen Gebieten beobachtet sowie bei

Familien mit gehobenem sozio6konomischem Status [78].
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1.3.3.2 Auswirkungen der atopischen Deramtitis auf die Lebensqualitat
Betroffener

Studien zufolge ist die Lebensqualitat von Patienten mit atopischer Dermatitis
starker eingeschrankt als die von Patienten, die an anderen chronischen
Hauterkrankungen wie z.B. Psoriasis leiden [82]. Neben der Einschrankung der
Lebensqualitat spielt auch die starke psychische Belastung eine grof3e Rolle
[82]. Eine australische Studie belegte, dass die psychische Belastung der
Familien mit Kindern, die an atopischer Dermatitis erkrankt sind, um ein
Vielfaches hoher ist als bei Familien mit Kindern, die an insulinpflichtigem
Diabetes mellitus leiden [79, 83]. Sowohl bei Kindern als auch Eltern, sorgt
aulBerdem ein grof3es Schlafdefizit fir eine hohere Morbiditat [84]. Aufgrund der
Schlafstérungen, die meist auf den starken Juckreiz der Hautldsionen
zurUckzufihren sind, beobachtet man bei betroffenen Kindern tagsuber
deutliche Verhaltensauffalligkeiten [85]. Nicht selten treten emotionale
Stérungen  wie  Heulanfalle, Trennungséngste, Hyperaktivitdit  und
Konzentrationsstorungen auf [86]. Letztere werden oft falschlicherweise als
Lernbehinderung und nicht als Folge eines Schlafdefizits gedeutet. Dies
beeinflusst die schulische Karriere der erkrankten Kinder schwerwiegend [87,
88]. Des Weiteren ist es fur die Eltern der betroffenen Kinder aus pflegerischen
Grunden auf3erordentlich schwer in ein Arbeitsverhaltnis einzutreten, nicht nur
wegen der problematischen Unterbringung ihrer Kinder in Kindertagesstatten,
sondern auch aufgrund der sehr geringen sozialen Unterstitzung [89]. Die
Eltern machen sich oft selbst groRe Vorwirfe, dass sie wegen ihrer eigenen
atopischen Pradisposition fiur die Krankheit ihrer Kinder verantwortlich seien.
Dies und das Fehlen adaquater Medikamente fur die Behandlung der
atopischen Dermatitis macht sie zu einer Erkrankung, die fir die gesamte
Familie eine sehr hohe physische und psychische Belastung darstellt [85].
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1.3.3.3 Klinische Erscheinungsbilder der atopischen Dermatitis und deren
Klassifikation

Die AD manifestiert sich zunachst als Milchschorf im Sauglingsalter. Davon sind
vor allem das Gesicht und die Streckseiten der Extremitaten betroffen, spater
die groBen Beugen, Handgelenke und der Hals [78]. Um die Diagnose
,2atopische Dermatitis“ stellen zu kdnnen, missen mindestens drei der in
Tabelle drei aufgefiihrten Hauptkriterien und mindestens drei der Nebenkriterien
erfallt sein [78]. Um den Schweregrad der Erkrankung sowie deren Progression
oder Therapiechancen, beurteilen zu kénnen, wird der standardisierte ,Eczema
area and severity index“ angewendet. Dieser Index bezieht die befallenen
Kdrperregionen und den Schweregrad der Erkrankung mit ein. Der Kdrper wird
in Kopf und Hals, obere Extremitaten, Stamm und untere Extremitéaten
eingeteilt, die zu verschiedenen prozentualen Anteilen in die Bewertung
eingehen. Des Weiteren werden der Schweregrad (mild, ma&Rig,
schwerwiegend) und die Art der aufgetretenen Lasionen (Erythem,
Blasenbildung, Exkoriation, Lichenifikation) beurteilt [90]. Um einen schnellen
Uberblick tber den aktuellen Schweregrad der atopischen Dermatitis zu
erlangen, kann der ,nvestigator's Global Assessment®, ein weiteres
Beurteilungssystem, herangezogen werden. Mit Hilfe dieses Systems wird auf
einer Skala von 0 bis 5 der Schweregrad von "momentan beschwerdefrei" bis

"sehr schwere L&sionen" eingeteilt [91].

19



Hauptkriterien Nebenkriterien

Trockenheit der Haut

Ichthyose

Palmare Hyperlinearitat

Keratosis pilaris

Positiver Prick- oder Intrakutantest
Erhohte Serum-IgE-Spiegel

Ausgepragter Juckreiz
Hautlésionen typischer Morphologie
und Verteilung
¢ Bei Kindern: Befall von Gesicht und
Streckseiten der Extremitaten
e Bei Erwachsenen: Befall der gro3en
Beugen Frahkindlicher Krankheitsbeginn
e Lichenifikation Pradisposition gegeniiber bakteriellen
e Chronische Dermatitis und viralen Hautinfektionen
e Positive Eigen- und Dermatitis der Hande und FuRRe
Familienanamnese Infraorbitale Faltenbildung
Okulére Hyperpigmentierung
Gesichtsblasse
Nahrungsmittelunvertraglichkeit
Weiller Dermographismus
Beeinflussbarkeit durch
Umweltfaktoren und psychische
Belastung

Tab. 3: Um die Diagnose Atopische Dermatitis erheben zu kénnen muissen nach Hanifin
midestens drei der Hauptkriterien und mindestens drei Nebenkriterien erfullt sein [78].

1.3.34 Prognose zum Verlauf der atopischen Dermatitis bei Kindern

Eine Langzeitstudie an 100 Kindern Uber einen Zeitraum von 22 Jahren zeigte,
dass die Pravalenz der atopischen Dermatitis im ersten Jahr mit 20% am
hdchsten war und am Ende der Studie nur noch 5% betrug. Wahrend dieser
Zeit stieg die Pravalenz der allergischen Rhinitis von 3% auf 15% an. Der Anteil
der Patienten, die an Atembeschwerden litten, stieg von 5% im ersten Jahr auf
60% im letzten Studienjahr an [92, 93]. Eine weitere Studie Uber acht Jahre
untersuchte 94 Kinder, die an AD litten. Die Symptome der AD besserten sich
bei 84 von 92 Kindern. Bei 43% der Patienten entwickelte sich wahrend der
acht Jahre Asthma bronchiale und bei 45% eine allergische Rhinitis [94]. Nur
Kinder mit der mildesten Form der AD entwickelten weder allergische Rhinitis
noch allergisches Asthma. Der Schweregrad der atopischen Dermatitis kann
somit als Risikofaktor fir die Entwicklung von Asthma bronchiale betrachtet
werden. Unter den Kindern mit schwerer AD entwickelten 70% Asthma
bronchiale. Von den Kindern mit einer milden Form der AD waren nur 30%

betroffen [78]. Wie mehrere Studien belegten, werden die meisten Patienten mit
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AD im Laufe der Jahre symptomfrei, haben aber eine unginstige Prognose
hinsichtlich der Entwicklung von Asthma bronchiale (Ubersicht in Ref. [95]).

1.3.3.5 Therapieoptionen bei atopischer Dermatitis

Da keine kurative Therapie der AD bekannt ist, beschrankt sich die Behandlung
auf die Pravention von Hautinfektionen, das Vermeiden von Triggern und die
medikamentdse Intervention im akuten Schub. Basis-Hautpflege bei Patienten
mit AD beinhaltet ausgiebige Hydrierung sowie den Gebrauch von Emollientien,
um das Austrocknen der Haut zu vermeiden. Auf3erdem sollten irritierende und
provozierende Allergene vermieden werden (Ubersicht in Ref. [96]). Starker
Juckreiz wird mit topischer Applikation von Steroiden und Calcineurin-
Inhibitoren behandelt [96]. Im akuten Schub kdnnen Patienten von der
Verabreichung systemischer Kortikosteroide profitieren, der Langzeitgebrauch
und die Verabreichung an Kinder sollten jedoch aufgrund gravierender
Nebenwirkungen vermieden werden. Eine effektive Alternative zur
Verabreichung von systemischen Kortikosteroiden stellt die systemische
Applikation des Calcineurin-Inhibitors Cyclosporin A dar. Auch hier sollte wegen
evtl. auftretender Nebenwirkungen das Ziel sein, die Dosis so gering wie
madglich zu halten und die Behandlung nur so lange wie nétig durchzufihren
[96]. Eine weitere Mdglichkeit bietet die Anwendung von Azathioprin, dessen
immunsuppressiver Effekt bei der Behandlung der AD gezeigt werden konnte.
Hier konnen allerdings auch schwerwiegende Nebenwirkungen wie z.B.
Myelosuppression, Hepatotoxizitat, gastrointestinale Stérungen sowie ein
erhohtes Infektionsrisiko auftreten. Deshalb sollte die Indikation sehr streng
gestellt werden. Phototherapie als Second-Line Behandlung sollte erst bei
Kindern ab dem 12. Lebensjahr und bei Erwachsenen zur Behandlung der AD
eingesetzt werden [95]. Folglich ist vor allem die Behandlung der kindlichen AD

hochst problematisch.
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14 Pathogenese allergischer Erkrankungen

Das grundlegende Ereignis fur die Entwicklung einer allergischen Erkrankung
ist die Generierung einer allergenspezifischen CD4+ Ty-Zelle (Ubersicht in Ref.
[97]). Diese Ty2-Effektorzellen sezernieren IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 und
vermitteln somit sowohl Effektor- als auch regulatorische Funktionen. Dazu
gehdrt die Induktion der Produktion von allergenspezifischem IgE durch B-
Zellen sowie die Entwicklung und Rekrutierung von eosinophilen Zellen [97]. Im
Gegensatz dazu sind die Tyl—Zellen in der Lage, durch Allergien verursachte
Entzindungsreaktionen einzuddmmen [76].

Neben Tyl- und Ty2-Effektorzellen spielen aber auch die natirlich
vorkommenden nTregs sowie die induzierbaren Trl-Zellen mit ihren
suppressiven Eigenschaften, eine wichtige Rolle. Diese Zellen sind in der Lage,
die allergiebedingte Tp2-Antwort zu supprimieren (Ubersicht in Ref. [98]).
Neben ihrer Fahigkeit die Ty2-Antwort zu unterdriicken, kdbnnen Tregs auch den
Immunglobulin Klassen-Wechsel zu IgE verhindern. Daher geht man davon
aus, dass eine Fehlfunktion der Tregs in der Entwicklung der atopischer
Erkrankungen und von Allergien eine entscheidende Rolle spielt (Ubersicht in
Ref. [99]).

1.4.1 Pathogenese der atopischen Dermatitis

Die atopische Dermatitis ist eine chronisch-entzindliche Hauterkrankung [95],
multifaktorieller Genese. Eine grundlegende Voraussetzung ist die genetische
Pradisposition. Die AD sowie die allergische Sensibilisierung konnten mit einer
Region auf Chromosom 3921 in Verbindung gebracht werden [100]. Zudem
wurden 4 weitere Phanotypen sowie 11 Genloci identifiziert, die mit der
Diagnose AD, dem spezifischen IgE sowie mit dem Schweregrad der AD
assoziiert werden konnen [101]. Neben der genetischen Pradisposition ist aber
auch der Einfluss von Umweltfaktoren bei der Entwicklung von Allergien und
der atopischen Dermatitis von groRer Bedeutung (Ubersicht in Ref. [102]). Die

ansteigende Pravalenz von Allergien in den westlichen Nationen wird vor allem
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auf die verédnderten Lebensweise zurtickgefiuihrt. Epidemiologische Studien
haben gezeigt, dass der hohe Hygienestandard und geringere Kontakt von
Kindern mit mikrobiellen Agentien wéahrend der frihkindlichen Entwicklung ein
wesentlicher Faktor ist, der die Pravalenz und den Schweregrad der atopischen
Dermatitis beginstigt [102]. Diese sog. Hygiene-Hypothese besagt, dass die
Verlagerung der allergenspezifischen Immunantwort vom Ty2-Phanotyp zum
Tul-Phanotyp aufgrund der geringeren EXxposition gegeniber mikrobiellen
Produkten in der frihen Kindheit ausbleibt [102] und somit die Entwicklung der
Allergien begunstigt. Weitere Faktoren, welche die Entwicklung der atopischen
Dermatitis beeinflussen, sind eine defekte Barrierefunktion der Haut sowie die
immunologische Reaktion mit der Aktivierung von T-Lymphozyten,

dendritischen Zellen, Makrophagen und eosinophilen Zellen [102].

142 Die Rolle regulatorischer T-Zellen bei der Entwicklung allergischer

Erkrankungen und der atopischen Dermatitis

Da Tregs die Fahigkeit zugeschrieben wird, allergiebedingte Ty2-Antworten
erfolgreich zu supprimieren, besteht die Mdglichkeit, dass ein Mangel oder eine
Fehlfunktion der Tregs ursachlich fur die Entwicklung allergischer Erkrankungen
ist [98]. Initiale Untersuchungen konnten keinen Unterschied zwischen der
suppressiven Kapazitat von Tregs atopischer und nicht-atopischer Probanden
feststellen [103, 104]. Folgestudien hingegen zeigten, dass die suppressiven
Fahigkeiten von Tregs atopischer Patienten, die an schwerer allergischer
Rhinitis litten, deutlich geringer waren als die des nicht-atopischen
Kontrollkollektivs [75]. In dieser Studie wurden Tregs der Probanden mit deren
CD4+CD25- T-Zellen, die zuvor durch ein Allergen stimuliert worden waren,
cokultiviert, um dann deren suppressives Potential als Funktion der Proliferation
der CD4+CD25- T-Zellen zu bewerten [75]. Diese Studie zeigte beispielhaft,
dass Tregs grundsatzlich in der Lage sind, durch Allergen-aktivierte
CD4+CD25- T-Zellen zu unterdricken und gibt Grund zur Annahme, dass diese
Funktion bei Tregs atopischer Patienten fehlgesteuert ist [98]. Wie bereits
beschrieben spielen regulatorische T-Zellen aufgrund ihrer Fahigkeit, die T-
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Zellantwort zu kontrollieren, eine ausschlaggebende Rolle bei der
Immunregulation. Welche Aufgabe Tregs bei der Pathogenese der AD besitzen,

ist allerdings noch ungeklart [105, 106].
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15 Fragestellung

Die atopische Dermatitis ist eine immer haufiger, vor allem bei Kindern in den
westlichen Industrienationen, vorkommende, chronisch-entzundliche
Hauterkrankung des allergischen Formenkreises, der wahrscheinlich eine
fehlgesteuerte Immunreaktion zu Grunde liegt. Immunreaktionen sind
komplexe, physiologische Vorgéange, die strengen Regulationen unterliegen und
sich bereits in der Kindheit auspragen. Fehlgesteuerte Immunreaktionen
kénnen die Ursache von Allergien und Atopien sein. Die atopische Dermatitis
entsteht meist in der frihen Kindheit, in der die regulatorischen T-Zellen
moglicherweise einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung des
Immunsystems nehmen. Im Folgenden wurden Tregs von Kindern und
Jugendlichen, die schon seit dem Sauglingsalter an der schwerwiegendsten
Form atopischer Dermatitis leiden und einer gesunden Kontrollgruppe bezulglich
verschiedener Eigenschaften vergleichend untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war herauszufinden, ob Unterschiede in der
Frequenz der regulatorischen T-Zellen bei Kindern mit schwerer atopischer
Dermatitis und der Kontrollgruppe bestehen und inwiefern sich die funktionellen
Eigenschaften der Tregs innerhalb der Kollektive in vitro unterscheiden. Es
wurde zudem untersucht, ob Unterschiede in der Expression der Schlissel-
Oberflachenmolekile der Tregs, CD25 und CD127 sowie des
Transkriptionsfaktors FoxP3 vorliegen. Abschlie3end erfolgte die vergleichende
Untersuchung der Aktivierungsmarker CD45RA/CD45R0O und CCR7 sowie des
Todesrezeptors CD95.
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2. Material

2.1 Antibiotika

Penicillin-Streptomycin Invitrogen

2.2 Antikdrper

2.2.1 Durchflusszytometrie

Anti-CD4 PE, FITC (Klon SK3) Becton Dickinson (BD)
PharMingen, SanJose, USA

Anti-CD4 Bio (Klon RPA-T4) eBioscience, San Diego, USA

Anti-CD25 APC (Klon 2A3) BD, PharMingen

Anti-CD25 PE (Klon 4E3) Milteny Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany

Anti-CD45RA Bio (Klon HI100) BD, PharMingen

Anti-CD45R0O PE (Klon UCHL-1) BD, PharMingen

Anti-CD95 APC (Klon DX2) BD, PharMingen

Anti-CD127 Bio (Klon HIL-7R-M21) BD, PharMingen

Anti-FoxP3 PE (Klon PCH 101) eBioscience

Streptavidin PerCP BD, PharMingen

Goat anti-mouse 1gG + IGM BD, PharMingen

2.2.2 Antikdrper zur Lymphozytenstimulation

Anti-CD3 (Klon HIT 3a) eBioscience

Anti-CD3 (Klon HIT 3a) BD, PharMingen

2.3 Magnetische Partikel zur Zellaufreinigung

CD3 Mikropartikel Milteny Biotec

Anti-PE Mikropartikel Milteny Biotec
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2.4 Gebrauchsfertige Kits

241 Gebrauchsfertige Kits zur Zellaufreinigung

CD4+ T-Zell Isolations Kit 1l Milteny Biotec
CD4+CD25+ T-Zell Isolations Kit Milteny Biotec
24.2 Gebrauchsfertige Kits zur intrazellularen Farbung
PE anti-human FoxP3 Staining Set eBioscience
2.5 Saulen zur Zellaufreinigung

LS Separationssaule Milteny Biotec
LD Separationssaule Milteny Biotec
MS Separationssaule Milteny Biotec
2.6 Feinchemikalien

Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidylester Invitrogen
2.7 Seren

Fetales Kalberserum Invitrogen
AB Serum Arbeitskreis

Wiley

(Nepean

Hospital Penrith, Austarlia)

2.8 Puffer und Medien

PBS 10x:
0,37 ¢ KCI
1,34 g NaH,PO, x 2H,0
0,35¢ NaH,PO,4 x 1H,0
8,009 NacCl
Gebrauchslosung: PBS 10x + H,O (1:9)
PBS pH 7,4 gebrauchsfertiges Pulver Sigma-Aldrich
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RPMI* 500 ml

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin GIBCO, Invitrogen
supplementiert mit:

100 U/ml Penicillin GIBCO, Invitrogen

100 pl/ml Streptomycin GIBCO, Invitrogen

FCS (5% oder 10%) GIBCO, Invitrogen

FACS Puffer 1l

998 ml PBS

1ml NaN3 (Natriumazid) 2%

1ml FCS (30 min bei 65°C hitzeinaktiviert)
Lysepuffer
FACS Lysing Solution 10x Concentrate BD, PharMingen

Gebrauchslosung: FACS Lysing Solution 10x + H,O (1:9)

Paraformaldehyd 2%
2 g Paraformaldehyd in 100 ml PBS durch Erhitzen auf 70°C unter dem Abzug

auflésen.
2.9 Gebrauchsfertige Lésungen
Ficoll-Paque™ PLUS Amersham, Bioscience
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3. Methoden
3.1 Probanden- und Kontrollkollektiv

Das Patientenkollektiv, das in dieser Studie untersucht wurde, setzte sich aus
Kindern und Jugendlichen zusammen, die drei bis 16 Jahre alt waren und seit
ihrem frihen S&auglingsalter an schwerster atopischer Dermatitis litten. Allen
war gemeinsam, dass sie IgE-Werte tber 2000 IE, einen EASI von tber 60 und
einen IGA von 4 besalen.

Der standardisierte ,Eczema area severity index® (EASI) [90] wurde zur
Beurteilung des Schweregrades der AD angewandt. Dieser bezieht die
Schwere und Art der Hautlasionen sowie die befallene Korperregion mit ein und
kann Werte zwischen null und 72 annehmen. Ein weiteres Beurteilungssystem,
das den aktuellen Zustand der AD beschreibt, ist der sog. ,Investigator’s Global
Assessment® [91]. Er wurde ebenfalls zur Bewertung des Patientenkollektivs
herangezogen. Dieser Index kann Werte von null bis funf annehmen. Wobei der
Wert ,null“ Beschwerdefreiheit indiziert und ,funf‘ das Vorhandensein schwerer
Lasionen signalisiert.

Die Patienten befanden sich zum Studienzeitpunkt in der Behandlung von
Professor Andrew Kemp im Children's Hospital in Westmead, Sydney,
Australien und stellten sich regelmafig in der Allergieambulanz vor. Nach
einem ausfihrlichen Aufklarungsgesprach mit Eltern und Kindern durch den
behandelnden Arzt und schriftlicher Einwilligung der Erziehungsberechtigten,
wurde den Kindern im Rahmen einer Routinekontrolle 10-50 ml Blut
entnommen. Die Studie war von der Ethikkomission der Western Sydney Area
Health Services zuvor genehmigt worden. Als Kontrollkollektiv dienten
voluntierende nicht-atopische junge Erwachsene im Alter von 18-25 Jahren,
denen nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung 50 ml Blut abgenommen

wurden.
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3.2 Isolation mononuklearer Zellen aus Vollblut

Lésungen: PBS ohne FCS

PBS mit 0,5% FCS

Ficoll
Zur Isolierung mononuklearer Zellen aus peripherem, vendsen Blut mit Hilfe
eines Dichtegradienten, wurde das Probandenblut 1:1 mit PBS verdunnt,
anschlieBend Ficoll im Verhaltnis 1:2 mit der verdinnten Blutldsung
Uberschichtet und bei 1700 U/min fir 35 min bei RT ohne Bremse zentrifugiert.
Nach Zentrifugation wurde die mononukleare Interphase (Abb.3) mit einer
Glaspipette entnommen, in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen transferiert und 3 Mal
mit 50 ml PBS/0,5% FCS gewaschen (10 min, 1200 U/ min, RT). Die
mononukledren Zellen wurden in einem Hamozytometer (Neubauer-
Zahlkammer) gezéahlt und fur die funktionellen Versuche sowie die
phanotypischen Analysen verwendet.

Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

i IR

Plasma-
<+— Phosphatpuffer-
Gemisch

Interphase mit
- mononukledren
Zellen

Ficoll-Paque® . Ficoll-Pague®

Plus Plus

Y Erythrozyten/

+— Granulozyten/
tote Zellen

— Verdiinnte
Zellsuspension

Abb. 3: Schematische Darstellung eines Dichtegradienten mit den entstehenden Phasen bei
der Isolierung mononukleérer Zellen mittels Ficoll-Paque™ PLUS-Technik.

3.3 Anwendung der  Durchflusszytometrie  zur  Charakterisierung

mononuklearer Zellen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurden spezifische Oberflachenantigene von
mononukledren Zellen auf ihr Expressionsmuster untersucht, die Zellgrélie

bestimmt sowie die Granulierung der Zellen analysiert. Die Oberflachenepitope
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wurden mit unterschiedlich fluoreszierenden, monoklonalen Antikérpern
markiert und im Durchflusszytometer detektiert. Die so erhobenen Daten

wurden mit der Cell-Quest Software fur Apple Macintosh ausgewertet.

3.3.1 Antikorperfarbung von Molekuilen auf der Zelloberflache isolierter,

mononuklearer Zellen

Lésung: FACS-Puffer

Soweit nicht anders beschrieben wurden je Farbeansatz 5x10° Zellen in
Rundboden-Zentrifugenréhrchen  Uberfihrt und mit 2 ml FACS-Puffer
gewaschen (5 min, 1600 U/min, 4°C). Die gewunschten, mit
Fluoreszenzfarbstoff konjugierten Antikérper wurden in der, vortitrierten
Verdiinnung, in einem Endvolumen von 100 pl/1x10° Zellen, zu den Zellen
pipettiert. Die Zellen wurden 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) in Dunkelheit
inkubiert und anschlielend mit FACS-Puffer gewaschen (5 min, 1200 U/ min,
RT). Bei Verwendung eines biotinylierten Antikdrpers wurde bei gleichen
Farbebedingungen 10 min mit Fluoreszenzfarbstoff konjugiertem Streptavidin
inkubiert. Die Spezifitat der Farbungen wurde durch den Einschlufd geeigneter
Isotypenkontrollen sichergestellt.

Antikdrper Verdinnung (Herstellerangaben)
Anti-CD4 PE 15
Anti-CD4 FITC 15
Anti-CD4 Bio 1:2,5
Anti-CD25 APC 15
Anti-CD25 PE 15
Anti-CD45RA Bio 15
Anti-CD45R0O PE 15
Anti-CD95 APC 15
Anti-CD127 Bio 15
Anti-FoxP3 PE 1:20-1:5
Streptavidin PerCP 1:2,5

Tab. 4: Zur durchfllusszytometrischen Analyse der Oberflachenantigene mononukleérer Zellen
verwendete Antikdrper und deren Konzentrationen.

3.3.2 Intrazellulare Farbung von FoxP3

Losungen: Staining Set (eBioscience): Fix/Perm Concentrate,
Fix/Perm Diluent, 10x Permeabilization Buffer, Flow
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Cytometry Staining Buffer, normal rat serum, Anti-FoxP3 (human)
Gebrauchsl6sungen:

Verdinnung von Fix/Perm Concentrate (1 Teil) mit Fix/Perm
Diluent (3 Teile); Verdiinnung des 10x Permeabilization Buffers in
1x Permeabilization Buffer mit destilliertem Wasser (1 Teil
Permeabilization Buffer und 9 Teile destilliertes Wasser).
Fur die Farbung mit Anti-FoxP3 wurden 1x10° MNZs pro Farbung verwendet.
Nach der Farbung der Zelloberflachen mit den jeweiligen Antikbrpern, wie unter
3.3.1 beschrieben, wurde die folgende FoxP3 Farbung nach dem Protokoll des
Herstellers durchgefuhrt.
Hierzu wurden nach der Oberflachenfarbung die Zellen in Rundboden-
Zentrifugenréhrchen mit dem im Staining Set enthaltenen Flow Cytometry
Staining Buffer gewaschen (5 min, 1600 U/min, RT). Danach wurde 1 ml der
Fix/Perm Gebrauchslosung zu jeder Probe dazu gegeben und 45 min bei 4°C in
Dunkelheit inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend mit 1 ml Flow Cytometry
Staining Buffer gewaschen und bei 1600 U/ min fir 5 min bei RT zentrifugiert.
Nach Entfernung des Uberstands wurden die Proben zwei Mal mit 2 ml 1x
Permeabilization Buffer gewaschen (1600 U/min, 5 min, RT). Der Uberstand
wurde sorgfaltig abgenommen und verworfen, anschlieRend wurde das
Zellpellet mit 2 yl Rattenserum resuspendiert und fuir 15 min bei 4°C inkubiert.
Ohne das Rattenserum abzuwaschen wurde der Anti-FoxP3 PE Antikorper in
der vorher austitrierten Konzentration (oder nach Empfehlung des Herstellers)
zu einem Maximalvolumen von 100 pl dazugegeben und fur 30 min bei 4°C
inkubiert. Die Proben wurden dann zwei Mal mit 2 ml 1x Permeabilization Buffer
(5 min, 1600 U/ min) gewaschen und unter der Zugabe von 200 ul Flow
Cytometry Staining Buffer ins Durchflusszytometer aufgenommen und

analysiert.
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3.4 Isolierung  verschiedener Zellpopulationen mit Hilfe der
magnetischen Zell-Separations Technologie

3.4.1 Anreicherung CD4+ T-Zellen mittels magnetischer Zell-Separation

Losungen: CD4+ T-Zell Isolations Kit 1l (CD4+ T-Zell Biotin-Antikdrper
Cocktail, Anti-Biotin Mikropartikel), PBS/0,5% FCS Puffer

Die magnetische Zell-Separation beruht auf der Negativ- oder Positivselektion
der unerwiinschten bzw. gewiinschten Zellpopulationen. Aus Vollblut isolierte,
mononukledre Zellen wurden zunachst gezahlt und 1x10’ Zellen in 40 pl
PBS/0,5% FCS Puffer resuspendiert. Anschlie3end wurden 10 pl des Gemischs
aus mit Biotin konjugierten, mk-Antikorpern gegen CD8, CD14, CD16, CD19,
CD36, CD56, CD123, TCR y/d und CD235a zu den Zellen gegeben und fir 10
min bei 4°C inkubiert. Danach wurden 30 pl des PBS/0,5% FCS Puffers
dazugegeben. AnschlieRend wurden zu den Zellen 20 pl des sekundaren Anti-
Biotin Antikorpers, welcher mit Magnetpartikeln behaftet war, dazugegeben und
fur 15 min bei 4°C inkubiert. Das Zell-Antikorper-Gemisch wurde mit 500 pl
PBS/0,5%FCS Puffer gewaschen und fir 10 min (1600 U/min) bei 4°C
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 500
pl PBS/0,5% FCS Puffer resuspendiert.

Dieses Zell-Antikorper-Gemisch wurde dann nach einem Protokoll des
Herstellers auf eine MACS-LS Saule gegeben und im magnetischen Feld
negativ selektioniert, wobei CD4+, nicht markierte Zellen die S&ule ungehindert
passieren konnten. Die CD4+ T-Zellen wurden anschlieRend gezahlt und zur
Anreicherung CD4+CD25+ und CD4+CD25- T-Zellen genutzt. Die Reinheit der
separierten CD4+ Zellen wurde im FACScan durch Farbung gegen CD4 mit
einem Anti-CD4 Antikorper, wie unter 3.3.1 beschrieben, kontrolliert und lag bei
95-98% (Abb. 4).

33



Blut der Patienten/<ontrollgruppe
l Ficall

Mononukleadre Zellen (MNC)

é i Oepletion won nicht CD4+ Zellen

lgl
(o)

cD4

Fraktion der durchgeflossenen Zellen:
vor-angereicherte CO4+ Zellen

ﬁ a7 %

GD4

Abb. 4: Nach der Anreicherung von CD4+ Zellen aus mononukleéren Zellen der Patienten- und
Kontrollgruppe, wurden diese zur Reinheitsbestimmung mit einem mk-Antikérper gegen CD4, ,
gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Der Anteil CD4+ Zellen betrug 97%.

3.4.2 Anreicherung von CD25+ und CD25-CD4+ T-Zellen mittels

magnetischer Zell-Separation

Lésung: CD4+CD25+ T-Zell Isolations Kit (CD25 Mikropartikel, Anti-CD25
PE Antikorper), PBS/0,5% FCS Puffer

Mittels magnetischer Zell-Separation gewonnene CD4+ Zellen wurden fur 10
min bei 1600 U/min und 4°C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
sorgfaltig abgenommen und verworfen. Das Zellpellet von 1x10” CD4+ T-Zellen
wurde in 90 pl PBS/0,5% FCS Puffer resuspendiert und mit 10 pl CD25+
Mikropartikeln fur 15 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden 10 pl Anti-CD25 PE
zu der Zellsuspension gegeben und 5 min bei 4°C inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen mit 500ul PBS/0,5% FCS Puffer fir 10 min bei 1600 U/min
(4°C) gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen wurde und das Zellpellet in
500 pl PBS/0,5% FCS resuspendiert.
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Das Zell-Antikorper-Gemisch wurde dann nach einem Protokoll des Herstellers
auf eine MACS-MS Saule gegeben und im magnetischen Feld selektioniert.
CD4+CD25- T-Zellen konnten die Saule ungehindert passieren. Die in der
Saule zurtick gebliebenen Zellen wurden als CD4+CD25+ T-Zellen eluiert (Abb.
5). Die Reinheit der separierten CD4+CD25+ und CD4+CD25- Zellen wurde im
FACScan kontrolliert und lag bei 90-96% (Abb. 5).

D25

it Q—(’ Positive Selektion der
& d® CD4+CD25+ T- Zellen
lgl

e Curchgeflossene Fraktion:
¢D25- CO4+C025- Zellen

o Eluat aus der Saule:
D25+ CO4+C025+ Zellen

Abb. 5: Die Anreicherung von CD4+CD25+ und CD4+CD25- Zellen aus den gewonnenen
CD4+ T-Zellen wurde mittels einer Kontrollfarbung mit einem mk-Antikérper gegen CD25
Uberpruft.

3.4.3 Anreicherung antigenprasentierender Zellen
Lésung: CD3 Mikropartikel, PBS/0,5% FCS Puffer

Die Isolation antigenprasentierender Zellen (APZ) aus mononukleéren Zellen
erfolgte durch Negativselektion der unerwinschten Zellpopulation (CD3+
Zellen) in einem MACS System. Hierzu wurden 1x10” MNZs fiir 10 min bei 1600
U/min und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann mit 80 ul PBS/0,5% FCS
Puffer resuspendiert und mit 20 yul CD3 Mikropartikeln fir 15 min bei 4°C

inkubiert. Die Zellsuspension wurde dann unter Zugabe von 2 ml PBS/0,5%
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FCS Puffer zentrifugiert (1600 U/min, 10 min). Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 500 ul PBS/0,5% FCS Puffer resuspendiert. Die mit
magnetischen Anti-CD3-Partikeln beladenen Zellen wurden anschlieBend auf
die MACS-LD Saule im magnetischen Feld gegeben. CD3+ depletierte Zellen
konnten die Séule ungehindert passieren und wurden im funktionellen Ansatz

als antigenprasentierende Zellen verwendet.

3.5. Analyse der Proliferation CD25- T-Zellen unter Anwendung der
Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidylester Methode

CESE Farbung

Losung : CFSE-Stocklésung: 10 mM CFSE in DMSO, RPMI1640/5%FCS
Mit Hilfe der CFSE-Farbung wurde die Anzahl der Zellteilungen von
CD4+CD25- T-Lymphozyten bestimmt. Der CFSE-Farbstoff bindet kovalent mit

aliphatischen, ungeladenen Aminosauren wodurch jede Zellteilung eine
Halbierung der Fluoreszenzintensitat zur Folge hat. Einzelzellsuspensionen von
CD25- T-Zellen wurden vor der Farbung mit CFSE drei Mal mit proteinfreiem
Medium gewaschen und anschlieRend bei einer Zellzahl von 1x10’/ml in einer
Verdinnung von 1:10000 (Verdunnungsreihe) fur 10 min bei 37°C mit CFSE
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von RPMI1640/ 5%FCS Medium,

beendet.

In vitro Suppressionstest

Der Suppressionstest wurde in 96-well Mikrotiterplatten angesetzt. Das
Gesamtvolumen pro well betrug 200 pl. Alle Ansatze wurden in zweifacher
Ausfuhrung ausgesat. Die Zellen wurden vor Versuchsbeginn gezahlt und in
RPMI1640/ 10%FCS Medium resuspendiert. Responderzellen
(CD4+CD127"CD25-) und Suppressorzellen wurden in der Anwesenheit von
5x10* CD3 depletierten MNZs (in 100pl RPMI1640/ 10%FCS) kultiviert und mit
Anti-CD3 Antikoper (0,25 pg/ml) stimuliert. Die CD25- Responderzellen waren
mit CFSE markiert und wurden in einer Konzentration von 2x10* Zellen/ well in

50 pul RPMI1640/ 10% FCS ausgesat. Die Suppressorzellen wurden im
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Verhdltnis 1:1 ebenfalls in einem Volumen von 50 ul zu den Responderzellen
gegeben. In den Kontrollansatzen wurden die Suppressorzellen durch
Responderzellen ersetzt.

Um mogliche Fehlfunktionen eines Zelltyps zu erkennen, wurden folgende
Zellkombinationen untersucht: (1) Responderzellen der Kontrolle mit autologen
Suppressorzellen, (2) Responderzellen der Kontrollen mit allogenen
Suppressorzellen des Patienten, (3) Responderzellen des Patienten mit
autologen Suppressorzellen und (4) Responderzellen des Patienten mit
allogenen Suppressorzellen der Kontrolle.

Nach 72 h Inkubationszeit wurde der Versuch beendet. Die Zellen wurden im
well sorgféaltig resuspendiert und die jeweils gleichen Ansatze in ein
Rundboden-Zentrifugenréhrchen dberfihrt. Die geernteten Zellen wurden mit 2
ml FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (1600 U/min, 5 min, RT).
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 200
FACS-Puffer resuspendiert und die Zellteilungen der Responderzellen, mit und
ohne Suppressorzellen, im Durchflusszytometer analysiert. Die Suppression
wurde relativ zu den Zellteilungen der Kontrollen (wells, die nur

Responderzellen enthielten) errechnet.

3.6 Statistische Analyse

Die statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe der SPSS 15.0 Software
(GraphPad, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Der parameterfreie Mann-
Whitney-U-Test wurde angewandt und p-Werte < 0.05 wurden als signifikant
gewertet.

Soweit nicht anders erwahnt, reprasentieren die Fehlerbalken in allen

Abbildungen den Standardfehler des Mittelwertes.
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4, Ergebnisse

Der genaue Pathomechanismus der atopischen Dermatitis ist noch nicht
bekannt. Offensichtlich handelt es sich um eine systemische Erkrankung, in der
die T-Zell-vermittelte Immunitat eine zentrale Rolle spielt. Um den
Zusammenhang zwischen regulatorischen T-Zellen und der atopischen
Dermatitis zu ermitteln, wurden in der vorliegenden Studie Frequenz, Funktion
und phéanotypische Eigenschaften der regulatorischen T-Zellen bei gesunden
jungen Erwachsenen und bei Kindern mit schwerer atopischer Dermatitis

vergleichend untersucht.

4.1 Das Probanden- und Kontrollkollektiv

Das Untersuchungsmaterial wurde von Kindern im Alter von drei bis 16 Jahren
(Tab. 5), die an der schwersten Form der atopischen Dermatitis leiden, in der
Allergieambulanz des Westmead Children‘'s Hospital, Sydney, Australien,
gewonnen. Um mogliche Unterschiede der T-Zellimmunitat zwischen
Kontrollkollektiv und Patienten an einem kleinen Patientenkollektiv zu erkennen,
wurden nur die Patienten ausgewahlt, die an der extremsten Form der
atopischen Dermatitis litten. Der standardisierte ,Eczema area severity index®
[90] wurde zur Beurteilung des Schweregrades der AD angewandt. Bei allen
Patienten wurde ein EASI von UUber 60 gemessen. Ein weiteres
Beurteilungssystem, das den aktuellen Zustand der AD beschreibt, ist der sog.
.Investigator's Global Assessment” [91]. Bei allen Patienten wurde ein IGA von
vier erhoben worden.

Die in die Kontrollgruppe einbezogenen Probanden konnten aus praktischen
und ethischen Grinden nicht genau dem Alter der Patientengruppe angepasst
werden, so dass sich die Kontrollgruppe aus jungen gesunden Erwachsenen im

Alter von 18-25 Jahren zusammensetzte.
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Patient Alter Eosinophile | IgE Klinik Therapie
Il (IU/mL)

I 16 600 29048 florides symptomatisch
Ekzem

Il 6 2900 14184 Besserung | Azathioprin

I 3 1000 2784 schwer symptomatisch
floride

[\ 10 1300 22407 Besserung | Azathioprin

A 4 1300 12524 florides symptomatisch
Ekzem

Wl 9 N/A 37407 florides symptomatisch
Ekzem

VI 8 2300 MNIA florides symptomatisch
Ekzem

VI 7 1400 20714 symptomatisch

X 11 300 19867 symptomatisch

X 10 2300 MN/A Besserung | symptomatisch

Xl 3 1600 MN/A schwer symptomatisch
floride

Xl 9 2300 8723 Azathioprin

Mittelwert | 8 1545 18629

Tab. 5: Charakteristika des Patientenkollektivs.
4.2 Charakterisierung regulatorischer T-Lymphozyten mittels CD25,

CD127 sowie des intrazellularen Transkriptionsfaktors FoxP3

Tregs konnen anhand verschiedener Merkmale identifiziert werden. Zunachst
wurde die urspringliche Oberflachenmarkerkombination CD4+CD25+ (Abb.
6/7) zur Identifizierung der Tregs herangezogen. Bei der Anwendung dieser
Kombination kann nicht zwischen aktivierten T-Zellen und Tregs im eigentlichen
Sinne unterschieden werden, da von beiden T-Zell Subpopulationen CD25, die
IL-2 a-Kette, exprimiert wird. Die Annahme, dass nur der Anteil humaner CD4+
T-Zellen, die das CD25 Molekiil stark exprimieren (CD25™), Regulatorfunktion

besitzen, ist inzwischen widerlegt [50]. Es konnte allerdings gezeigt werden,
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dass auch die Zellen regulatorische Eigenschaften haben, die CD25 intermediar
exprimieren. Insofern ist eine Quantifizierung von Tregs mit dieser
Markerkombination ungenau.

Als Goldstandard zur Identifizierung regulatorischer T-Zellen gilt der Nachweis
des intrazellularen Transkriptionsfaktors FoxP3, der fur die Entwicklung und
Differenzierung von Tregs unerlasslich ist. Die intrazellulare Anfarbung erfolgt
nach Fixierung der Zellen und Permaebilisierung der Zellmembran. Die Zellen
sind danach nicht mehr fur funktionelle Untersuchungen verwendbar. Seddiki et
al. zeigten [50], dass die Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 invers mit
der Expression des Oberflachenmolekiils CD127 auf CD4+CD25+ Zellen
korrelierte. Bei CD127 handelt es sich um die IL-7 Rezeptor a-Kette, die auf
Tregs nur geringfugig exprimiert wird. Die Unterscheidung der Tregs mit Hilfe
der Markerkombination CD4+CD25+CD127- ermdglichte die Isolierung intakter
Tregs, die somit fur weitere funktionelle Analysen verwendet werden konnten
(Abb. 6).

cD25

ch2s —»
cbas — »

10%

99%

! Foxp3 > ‘ CcD127 >

Abb. 6: Inverse Korrelation von FoxP3+ und CD127+ humaner CD4+ T-Zellen. CD4+ T-Zellen
wurden mit mAk gegen CD25, CD127 und FoxP3 gefarbt. Die Analyse zeigte, dass die
Population CD4+FoxP3+ T-Zellen der Population CD4+CD127- T-Zellen entsprach.
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4.3 Vergleichende Untersuchungen von Tregs in Patienten- und
Kontrollgruppe

4.3.1 Analyse der Frequenz regulatorischer T-Zellen

Moglicherweise spielt bei der Pathogenese der AD eine erhdhte oder
erniedrigte Anzahl zirkulierender Tregs im peripheren Blut eine Rolle. Um diese
Hypothese zu testen, wurden die mononukledren Zellen beider
Probandenkollektive mit verschiedenen Markerkombinationen zur
Identifizierung von Tregs (1) CD4+CD25+, (2) CD4+FoxP3+ und (3)
CD4+CD25+CD127- untersucht.

Bei der quantitativen Untersuchung der CD4+CD25+ T-Zellen konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen Atopikern und Kontrolle festgestellt werden
(Abb. 7A). Der prozentuale Anteil der CD25+ T-Zellen an der Population CD4+
T-Zellen wies keinen Unterschied zwischen den Untersuchungsgruppen auf
(Abb. 7B).
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Abb. 7: Totale (A) und relative (B) Zellzahl der CD4+CD25+ T-Zellen. Die Anzahl der
CD4+CD25+ T-Zellen der Patienten (n=14) betrug im Mittelwert 525,6*103/pl, die der Kontrolle
(n=16) 318,36*103/ul (A). Der prozentuale Anteil CD4+CD25+ T-Zellen betrug bei der
Kontrollgruppe 36%, bei der Patientengruppe 30%. Die Mittelwerte der Kontrollen (+/-
Standardfehler) werden durch weil3e Saulen représentiert, die der Patienten durch graue
Séaulen.

Im néchsten Schritt wurden MNZ von sieben Patienten und 14 Kontrollen mit
den Markerkombinationen CD4, FoxP3 und CD4, CD25, CD127 untersucht
(Abb. 8). Es zeigte sich, dass 8% der CD4+ T-Zellen der Kontrollgruppe und
20% der CD4+ T-Zellen der Patienten FoxP3 positiv waren (Abb. 9).

41



CD25

v

CcD127

Foxp3

cbh4
Kontrolle AD-Patient

v

Abb. 8: Patienten mit AD zeigten eine signifikant groRere Population der CD4+CD25+CD127-
T-Zellen (19%) im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (8%). Die Population der
CD4+FoxP3+ T-Zellen der Patientengruppe war mit 20% signifikant groer als die der
Kontrollgruppe (8%).
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Abb. 9: Relative Zellzahl der CD25+FoxP3+ T-Zellen. FoxP3 wird durchschnittlich von 7% aller
MNZs der Kontrollen (n=16) und 16% aller MNZs der Patienten (n=7) exprimiert. Mittelwerte der
Kontrollen (+/- SEM) werden durch weil3e Séulen reprasentiert, die der Patienten durch graue
Saulen. Der signifikante Unterschied der Expression von FoxP3 auf MNZs der Patienten und
Kontrollgruppe wurde unter Anwendung des Mann-Whitney U-Tests ermittelt.
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Dieses Ergebnis lies sich auch mit der Markerkombination CD4+CD25+CD127-
bestdatigen. Sowohl die absolute Anzahl der CD4+CD25+CD127-
T-Lymphozyten als auch der prozentuale Anteil der CD4+CD25+CD127-
T-Lymphozyten war bei den Patienten mit AD signifikant héher als bei der
Kontrollgruppe (Abb. 10).
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Abb. 10: Totale und relative Zellzahl der CD4+CD25+CD127- T-Zellen. Die Anzahl der
CD4+CD25+CD127- T-Zellen der Patienten (n=7) betrug im Mittelwert 196,8*10° pl, die der
Kontrolle (n=17) 62,6*103/ul (A). Der prozentuale Anteil der CD4+CD25+CD127- T-Zellen
betrug bei der Kontrollgruppe 7% (weil3e Saule), bei der Patientengruppe 16% (graue Saule).
P-Werte wurden unter Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests ermittelt.
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4.3.2 Funktionelle Analyse regulatorischer T-Lymphozyten

Um das Suppressionspotenzial von Tregs zu untersuchen, wurden diese mit
Hilfe der magnetischen Zell-Separation aus mononuklearen Zellen des
peripheren Bluts der Patienten- und Kontrollgruppe isoliert. Mit CFSE markierte
CD25- T-Zellen wurden als Responderzellen verwendet, CD25+CD127- Tregs
der Patienten- und Kontrollgruppe als Suppressorzellen. Um mogliche
Fehlfunktionen des jeweiligen Zelltyps zu erkennen, wurden folgende
Zellkombinationen untersucht: CD25- T-Zellen der Kontrolle mit autologen
CD25+ T-Zellen, um eine fehlerhafte Supprimierbarkeit der CD25- T-Zellen
auszuschlieBen sowie mit allogenen CD25+ T-Zellen der Patienten. CD25-
T-Zellen der Patienten wurden mit autologen CD25+ T-Zellen sowie mit
allogenen CD25+ T-Zellen der Kontrollgruppe kombiniert, um auch hier von
einer generellen Supprimierbarkeit der CD25- T-Zellen der Patienten ausgehen

zu koénnen.
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Abb. 11. Mit CFSE markierte CD25- T-Zellen der Kontrollgruppe befinden sich rechts im
Teilabschnitt A, die nicht-markierten CD3 depletierten Zellen links. (B) Nach dreitéagiger
Stimulation der CD25- T-Zellen mit Anti-CD3 waren drei Zellteilungen sichtbar (1x, 2x, 3x) sowie
die CD3 depletierte Zellpopulation (links). (C) Es waren deutlich weniger Zellteilungen am
dritten Tag nach Stimulation mit Anti-CD3 und unter Zugabe von Tregs der Kontrollgruppe
sichtbar. Die CD3 depletierten Zellen sind weiterhin links im Eck erkennbar.

Mit CFSE markierte, CD4+CD25- T-Zellen wurden mit einem Anti-CD3-
Antikbrper  stimuliert und somit zur Proliferation angeregt. Die
CD4+CD25+CD127- Tregs der Kontrollgruppe unterdriickten die Proliferation
autologer (Abb. 11) und allogener CD4+CD25- T-Zellen. Im Gegensatz dazu
war die Suppressionsfahigkeit CD4+CD25+CD127- T-Zellen der AD-Patienten
sowohl gegenluber autologen als auch allogenen CD4+CD25- T-Zellen
eingeschrénkt (Abb. 12).

Die hier untersuchte Fahigkeit von CD4+CD25+CD127- T-Zellen der Patienten
und Kontrollgruppe, die Proliferation von CD25- T-Zellen der Kontrollgruppe zu
supprimieren, ist in Abb. 12 dargestellt. Die weil3e Saule des Saulendiagramms
reprasentiert das Suppressionspotenzial der CD4+CD25+CD127- T-Zellen der
Kontrollgruppe Uber die CD25- T-Zellen der Kontrollgruppe. Das
Suppressionspotenzial der CD4+CD25+CD127- Tregs der Patienten Uber die
CD25- T-Zellen der Kontrollgruppe ist durch die graue Saule in Abb.12
dargestellt. Es zeigte sich eine signifikant geringere suppressive Kapazitat der
CD4+CD25+CD127- Tregs von Patienten mit AD.
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Abb. 12: Die Suppressionsfahigkeit der CD4+CD25+CD127- T-Zellen der Kontrollgruppe und
der Patienten mit AD Uber CD25- T-Zellen der Kontrollgruppe zeigte eine signifikant geringere
Suppression durch die CD4+CD25+CD127- T-Zellen der Patienten als durch die
CD4+CD25+CD127- T-Zellen der Kontrollen (n=8). Mittelwerte der Kontrollen (+/- SEM) werden

durch weile Saulen reprasentiert, die der Patienten durch graue Saulen. Die statistische
Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests berechnet.

4.4 Phanotypische Charakteristika regulatorischer T-Zellen der

Patienten- und Kontrollgruppe

4.4.1 Expression der Aktivierungsmarker CD25, CD127,
CD45RO/CD45RA und CCR7

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass Patienten mit AD eine héhere Anzahl
an Tregs besitzen, diese aber in ihrer Funktionsfahigkeit stark eingeschrankt
sind. Bei der AD handelt es sich um einen chronischen Prozess.
Moglicherweise kommt es dabei zu einer dauerhaften Stimulation der Tregs,
was sich durch den Nachweis von Aktivierungs- und Gedachtnismarkern
indirekt belegen lie3e. Die Entwicklung immunologischer Gedachtniszellen kann
auf verschiedene Weisen aus naiven T-Zellen und T-Effektorzellen erfolgen.
Naive Zellen exprimieren in der Regel CD45RA, wéahrend Gedachtniszellen
normalerweise CD45RO positiv sind. Des Weiteren wird zwischen sog.
zentralen Gedachtniszellen und Effektor-Gedachtniszellen unterschieden. Die
Populationen der CD45RA-CCR7+ zentralen Gedachtniszellen und der
CD45RA-CCRY7- Effektor- Gedachtniszellen unterscheiden sich moéglicherweise
in ihren funktionellen Eigenschaften.

Diese unterschiedlichen Gedachtniszellen wurden vergleichend bei Patienten
mit AD und der Kontrollgruppe bei regulatorischen T-Zellen und nicht
regulatorischen T-Zellen (non Tregs) untersucht.
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Anhand der Ho6he der CD25 Expression unterscheidet man bei den
CD4+CD45RO+ T-Zellen hochexprimierende (CD25"™) und intermediar
exprimierende (CD25™) T-Zellen. Des Weiteren kann eine CD45RO-CD25+
Population  unterschieden ~ werden.  Den  CD4+CD45RO+CD25"
CD4+CD45RO+CD25™ und den CD4+CD45RA+CD25" Zellen von Kindern
werden regulatorische Fahigkeiten zugeschrieben.

Demnach wurde das Expressionsprofil von CD25 in der Subpopulation der
CD4+CD45R0+ T-Zellen der Patienten- sowie der Kontrollgruppe untersucht.
Die durchflusszytometrischen Daten zeigten, dass 16% der CD4+CD45R0O+ T-
Zellen der Patienten CD25" exprimierende Zellen waren (Abb. 14). In der
Kontrollgruppe betrug dieser Anteil, in dem hier vorliegenden Beispiel, nur 3%
(Abb. 13). Dieser signifikante Unterschied ist im Saulendiagramm (Abb. 15)
unter Einbeziehung aller Messwerte dargestellt.

Die Population der CD45R0O+CD25™ Zellen verhielt sich genau umgekehrt. Es
konnte eine groRere CD45RO+CD25™ Population bei der Kontrollgruppe (50%)
als bei den Patienten mit AD (23%) ermittelt werden (Abb. 13/14). Dieses
Ergebnis ist ebenfalls im Saulendiagramm (Abb. 15) verdeutlicht. Es konnte
kein Unterschied bezuglich der CD45RO-CD25+ Population zwischen beiden
Gruppen festgestellt werden.

Die Untersuchung der naiven, zentralen Gedachtniszellen (central memory,
Tcm) und Effektor-Gedachtniszellen (Tem) in der Gruppe der non-Tregs zeigten
keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten- und Kontrollgruppe. Bei
den Tregs hingegen war ein deutlicher Unterschied zwischen beiden
Untersuchungsgruppen in der Population der naiven T-Zellen und Effektor-
Gedachtniszellen zu erkennen. Der Anteil der naiven Tregs war in der
Kontrollgruppe wesentlich gréRRer als in der Patientengruppe. Demgegeniber
war der Anteil der Effektor-Gedéachtniszellen im Patientenkollektiv dreimal hoher
als bei der Kontrollgruppe (Abb. 16/17).
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Abb. 13: Anhand der CD25 und CD45RO Expression auf CD4+ MNZs der Kontrollegruppe
konnten drei verschiedene Populationen unterschieden werden: CD4+CD45R0O+CD25" (3%)
CD4+CD45R0O+CD25™ (50%) und CD4+CD45R0O-CD25+ (7%).
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Abb. 14: Im Patientenkollektiv betrug der Anteil der CD4+CD45RO+CD25" 16%, der Anteil der
CD4+CD45R0O+CD25™ 23% und die Fraktion der CD4+CD45R0O-CD25- Zellen 9%.
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Abb. 15: (A) Die Anzahl CD4+CD45RO+ CcD25" T-Zellen zeigte einen signifikanten
Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollkollektiv. (B) Der Anteil CD4+CD45RO+ CD25™
T-Zellen war bei der Kontrollgruppe signifikant grof3er als bei der Patientengruppe. (C) Die
Expression von CD25 auf CD4+CD45RO- T-Zellen zeigte keinen Unterschied zwischen
Patienten- und Kontrollgruppe. Zur statistischen Analyse der Daten wurde der Mann-Whitney-U-
Test angewandt.
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Abb. 16: Expression von CD45RA und CCR7 auf Tregs und non-Tregs der Patienten- und
Kontrollgruppe: Die naiven Zellen waren durch das Expressionsprofi CD45RA+CCR7+
gekennzeichnet, die zentralen Gedéachtniszellen durch CD45RA-CCR7+ und die Effektor-
Gedachtniszellen durch CD45RA-CCR7-.
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Abb. 17: Der prozentuale Anteil der naiven, zentralen Gedachtniszellen und Effektor-
Gedachtniszellen in der Gruppe der Tregs und non-Tregs bei Patienten mit AD und der
Kontrolle. Tregs sind durch die weilen Saulen gekennzeichnet, non-Tregs durch die grauen
Saulen.

4.4.2 Expression des Todesrezeptors CD95

Die hthere Frequenz von Tregs bei Kindern mit AD ist moglicherweise auf ein
Ungleichgewicht zwischen Entwicklung von Tregs und Apoptose
zuruckzufiihren. In der vorliegenden Studie wurde daher die Expression des
Todesrezeptors CD95 auf CD4+CD25+ T-Zellen, welche die regulatorischen
CD25" und CD25™ exprimierenden Zellen einschlieRen, sowohl der Patienten-

als auch der Kontrollgruppe untersucht.
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Es zeigte sich, dass die Population der CD25+CD95+ T-Zellen unter den CD4+

Zellen der Patienten mit 14% (Abb.18) deutlich geringer war als in der
Kontrollgruppe mit (38%) (Abb. 18).
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Kontrollkollektivs zeigte sich, dass 38% dieser Zellen positiv fir dieses Markermolekil waren.
Bei der Patientengruppe hingegen gaben nur 4% der Zellen ein positives Signal in der FACS-
Analyse.

Wie schon in Abb. 18 verdeutlicht, war der prozentuale Anteil der CD95+ Zellen

in der Population der CD4+CD25+ T-Zellen bei der Kontrollgruppe signifikant
groRer als bei den Patienten mit AD (Abb. 19).
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Abb. 19: CD95 Expression bei Patienten mit AD (wei3e Saule) im Vergleich mit der gesunden
Kontrollgruppe (graue Saule). Es zeigte sich eine signifikant geringere Expression von CD95 im
Patientenkollektiv. Der p-Wert wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests ermittelt.

Der signifikant geringere Anteil CD95+ T-Zellen lasst eine fehlerhafte
Apoptosefunktion der CD4+CD25+ Population bei Patienten mit AD vermuten.

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei der Untersuchung von Frequenz, Phanotyp und Funktion der
regulatorischen  T-Zellen  wurde zwischen CD4+CD25+  T-Zellen,
CD4+CD25+CD127- und CD4+FoxP3+ Tregs unterschieden. Wahrend bei der
Frequenzanalyse mit der Markerkombination CD4+CD25+ kein deutlicher
Unterschied zwischen der Kontroll- und Patientengruppe aufgezeigt werden
konnte, waren Foxp3+ und CD4+CD25+CD127- Tregs bei Patienten mit AD
deutlich erhoht.

Bei der funktionellen Analyse war die suppressive Kapazitat der
CD4+CD25+CD127- regulatorischen T-Zellen von Patienten mit atopischer
Dermatitis in vitro signifikant vermindert.

Es konnte gezeigt werden, dass CD4+CD25+ T-Zellen, einschlieRlich CD25"
und CD25™ exprimierende Zellen, die als Teil der regulatorischen
T-Zellpopulation angesehen werden koénnen eine signifikant geringere
Expression des Todesrezeptors CD95 aufweisen.

Die Untersuchung von Aktivierungs- und Gedachtnismarkern ergab, dass der
Anteil der regulatorisch aktiven CD45RO+CD25" T-Zellen bei Patienten mit AD
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe war. Der Anteil der CD45RO+CD25™

T-Zellen war im Patientenkollektiv signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe.
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Analysen zur Expression von CCR7 und CD45RA auf Tregs und nicht-
regulatorischen T-Zellen ergaben, dass der grofR3ere Anteil der Tregs des
Patientenkollektivs Effektor-Gedachtniszellen waren. Im Gegensatz dazu war
der prozentual gro3te Anteil an Tregs in der Kontrollgruppe als naiv anzusehen.
Es konnten allerdings keine signifikanten Unterschiede in der Population der
zentralen Gedachtniszellen der Tregs und der non-Tregs beider Gruppen

aufgezeigt werden.
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5. Diskussion

Die vergleichende Untersuchung der Frequenz regulatorischer T-Lymphozyten
bei Kindern, die an schwerer atopischer Dermatitis leiden und dem gesunden
Kontrollkollektiv zeigte, dass die Anzahl der Tregs bei den Patienten mit AD
signifikant erhoht war. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass trotz der
hoheren Anzahl der Tregs deren Suppressorfunktion deutlich eingeschrankt
war. Die Untersuchung der verschiedenen phanotypischen Eigenschaften
ergab, dass bei dem Patientenkollektiv im Vergleich zur gesunden
Kontroligruppe ein deutlich groRerer Anteil der CD45RO+ Population CD25"
exprimieren. Die Analyse der naiven T-Zellen, der Effektor-Gedéachtniszellen
und der zentralen T-Gedachtniszellen zeigte, dass der Anteil der naiven Tregs
in der Kontrollgruppe wesentlich hoéher war als bei der Patientengruppe.
Demgegenuber war der Anteil der Effektor-Gedachtniszellen der Tregs bei den
Kindern mit AD um ein vielfaches hoher als bei der Vergleichsgruppe. Die
Untersuchung der Expression des Todesrezeptors CD95 ergab, dass die
Population der CD4+CD25+CD95+ T-Zellen bei den Kindern mit schwerer
atopischer Dermatitis signifikant geringer war als bei der gesunden
Kontrollgruppe.

5.1 Methodische Uberlegungen

Die Untersuchung von Tregs bei Kindern, die an der schwersten Form der
atopischen Dermatitis leiden, erwies sich bei der Durchfuhrung als
problematisch. Da es sich bei dem Probandenkollektiv um Kinder zwischen drei
und 16 Jahren handelt, deren Haut stark von ihrer Erkrankung gezeichnet war,
stellte sich die Gewinnung der Blutprobe als &uflerst schwierig dar. Des
Weiteren konnten maximal 5-10 ml Blut, zusatzlich zur
Routineblutuntersuchung, gewonnen werden. Dies resultierte haufig in einer
sehr geringen Anzahl isolierter Zellen, was die Durchfihrung der funktionellen

Analyse erschwerte. Aufgrund der Erkrankung waren nur wenige Eltern dazu
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bereit, ihr Kind an der Studie teilnehmen zulassen, was sich in den geringen
Fallzahlen widerspiegelt.

Aus praktischen und ethischen Grinden konnte das Alter der Kontrollgruppe
nicht genau dem Alter der Patientengruppe angepasst werden. Allerdings sollte
dies keinen Einfluss auf die Anzahl und Funktion der Tregs haben. Santner-
Nanan et al. beschrieben, dass sowohl die Anzahl als auch die suppressive
Funktion der Tregs im Alter weitgehend konstant bleibt [107]. Deshalb sollte der
Altersunterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe keinen Einfluss auf
die hier dargestellten Ergebnisse haben.

Die Arbeit mit einem solch ausgewahlten Patientenkollektiv bringt auf der einen
Seite viele Schwierigkeiten mit sich, auf der anderen Seite aber ist gerade diese
Patientengruppe von unschatzbarem Wert. Bei Patienten, die nur an einer
milden Form der AD leiden und mit einer gesunden Kontrollgruppe verglichen
werden kénnen Unterschiede héufig nicht eindeutig herausgearbeitet werden.
Daher war es von besonderer Wichtigkeit in der hier vorliegenden Studie Kinder

zu untersuchen, die an der schwersten Form der atopischen Dermatitis leiden.

5.2 Die regulatorischen T-Zellen

Regulatorische T-Zellen spielen aufgrund ihrer Fahigkeit T-Effektorzellen
supprimieren zu kénnen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von Allergien
und Autoimmunkrankheiten. In der vorliegenden Studie wurde zunéchst die
Expression von CD25, dem ursprunglichen Definitionsmerkmal der Tregs [108,
109], sowohl bei dem Patienten- als auch bei dem Kontrollkollektiv vergleichend
untersucht. Es zeigte sich, dass die Anzahl der CD4+CD25+ T-Zellen bei den
Kindern mit schwerer atopischer Dermatitis im Vergleich zur Kontrollgruppe
nicht signifikant erhéht war.

Bellinghausen et al. konnten in ihrer Studie Gber die Frequenz und Funktion von
CD4+CD25+ T-Zellen bei Patienten mit atopischen Krankheitsbildern keinen
Unterschied beziiglich der Anzahl CD4+CD25+ T-Zellen zwischen Patienten-
und Kontrollgruppe aufzeigen [103].
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Andere Studien hingegen, welche die Haufigkeit CD4+CD25+ T-Zellen bei
autoimmunologischen Vorgangen verschiedener Erkrankungen untersuchten,
konnte eine verminderte Anzahl an CD4+CD25+ T-Zellen bei erkrankten
Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe aufgezeigt werden [71-73,
110].

Im Gegensatz dazu konnten Studien Uber die Frequenz der CD4+CD25+ T-
Zellen in Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis [111, 112], der
Myasthenia gravis [113] und der Multiplen Sklerose [114] keinen Unterschied
bezlglich der Anzahl CD4+CD25+ T-Zellen feststellen. Teilweise wurde sogar
eine erhohte Frequenz dieser T-Zellen im Vergleich zur jeweiligen gesunden
Kontrollgruppe berichtet.

Kontroverse Ergebnisse Uber die Anzahl der regulatorischen T-Zellen kdnnten
auf der Tatsache begrinden, dass zunachst keine Mdglichkeit zur Verfliigung
stand, zwischen aktivierten, also CD4+CD25+ T-Zellen, und CD4+ T-Zellen mit
regulatorischer Funktion zu unterscheiden [50, 103].

Die Kommerzialisierung eines mAk gegen FoxP3, einen fir Tregs
charakteristischen  Transkriptionsfaktor,  ermdglichte  eine  genauere
Identifizierung der Tregs auf Einzelzellebene [69]. Da es sich bei FoxP3 um
einen intrazellularen Transkriptionsfaktor handelt, erfordert dessen Anfarbung
die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen, so dass diese fur
anschlieBende funktionelle in vitro Versuche mit vitalen Zellen nicht zur
Verfigung stehen. Aus diesem Grund konnen mit Tregs, die durch die
Markerkombination CD4+CD25+FoxP3+ isoliert wurden, keine funktionellen
Versuche durchgefihrt werden.

In einer Studie von Seddiki et al. [50] wurde gezeigt, dass die Expression von
CD127, der a-Kette des IL-7 Rezeptors, in Kombination mit CD25 zur
Differenzierung zwischen aktivierten CD4+ T-Zellen und regulatorischen T-
Zellen verwendet werden kann. Da IL-2 fur die Entwicklung der Tregs
entscheidend ist [115], wurde angenommen, dass andere, die Differenzierung
von Tregs beeinflussende Faktoren (IL-7), von untergeordneter Rolle sind,
wohingegen sie bei anderen, nicht-regulatorischen T-Zell Subpopulationen, die

sich vorwiegend IL-2 unabh&ngig entwickeln, unabdingbar sind [116].
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Es konnte gezeigt werden, dass humane Tregs eine geringere Expression an
CD127 aufweisen als der Gesamtpool der CD4+ Zellen [50].

Da CD127 auf der Zelloberflache exprimiert wird und somit keine Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen zur ldentifizierung der Markermolekile notwendig
ist, stellt die Markerkombination CD4+CD25+CD127- fur die Identifizierung und
Isolierung humaner Tregs eine adaquate Alternative dar.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Aussage von Bellinghausen et. al
bestétigt werden, dass sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl
der CD4+CD25+ T-Zellen bei den Patienten mit AD und der Kontrollgruppe
gezeigt hat. Allerdings konnte mit Hilfe der neuen Markerkombination
CD4+CD25+CD127- eine signifikant hohere Anzahl an Tregs bei Kindern mit
AD nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte auch bestatigt werden, dass
die Population der CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen der Population der
CD4+CD25+CD127- T-Zellen entspricht [103].

Nachdem in der vorliegenden Studie eine deutlich erhéhte Frequenz der Tregs
bei Kindern mit schwerer atopischer Dermatitis aufgezeigt werden konnte,
wurde ebenfalls die Funktionsfahigkeit dieser Zellen untersucht. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Supressorfunktion von Tregs bei Kindern mit schwerster
atopischer Dermatitis deutlich vermindert war. Bellinghausen et al. hingegen
zeigten, dass es keinen Unterschied in der Haufigkeit und Funktion der
CD4+CD25+ T-Zellen zwischen den von ihnen untersuchten Patienten mit
atopischen Erkrankungen und der nicht-atopischen Kontrollgruppe gab [103].
Es wurde diskutiert, dass dies an einer mangelnden Unterscheidung zwischen
aktivierten T-Zellen und tatsachlichen Tregs liegen kdnnte [103]. Ou et al. [117]
untersuchten die Frequenz und Funktion von CD4+CD25+ T-Zellen in adulten
Patienten mit atopischer Dermatitis oder allergischem Asthma und in einer
nicht-atopischen Kontrollgruppe. Sie fanden, dass die Frequenz der
CD4+CD25+ T-Zellen bei Patienten mit AD, im Vergleich zu Patienten mit
allergischem Asthma, signifikant erh6ht war. Sie zeigten zudem, dass
CD4+CD25+ T-Zellen adulter AD Patienten die gleichen suppressiven
Eigenschaften besalRen wie CD4+CD25+ T-Zellen der Vergleichsgruppen.
Dazu wurden mit Thymidin markierte CD25- T-Zellen mit Anti-CD3 stimuliert
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und die Zellteilungsrate nach Zugabe von CD25+ T-Zellen gemessen. Ein
weiterer Versuch zeigte allerdings, dass nach Stimulation der CD25- T-Zellen
mit dem Staphylokokken Superantigen jegliche suppressive Funktion der
CD4+CD25+ T-Zellen erloschen war [117].

Der Grund fur die kontroversen Ergebnisse konnte einerseits die als Tregs
klassifizierte Zellpopulation CD4+CD25+ T-Zellen sein und zum anderen die
zugrunde liegende Methodik [103, 117].

5.3 Rolle der Aktivierungs- und Gedéachtnismarker CD25,
CD45RO/RA und CCR7

In der vorliegenden Arbeit wurden die Populationen von CD25", CD25™ und
CD25- T-Zellen in der Gruppe der CD45R0O+ T-Zellen bei Kindern mit schwerer
atopischer Dermatitis sowie einer gesunden Vergleichsgruppe untersucht. Das
Resultat ergab, dass der prozentuale Anteil von CD25" Zellen in der Gruppe
der CD45R0O+ T-Zellen bei Kindern mit AD wesentlich héher war als in der
Kontroligruppe. Andererseits war der Anteil CD25™  T-Zellen in der
Subpopulation der CD45R0O+ T-Zellen der Patienten mit atopischer Dermatitis
signifikant geringer als in der Kontrollgruppe.

Den CD4+CD25" T-Zellen in der Subpopulation der CD45RO+ Zellen beim
adulten Menschen sowie der CD45RA+ naiven Subpopulation bei Kindern wird
eine  ahnliche regulatorische  Funktion  zugeschrieben wie den
CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen. Aufgrund dieser regulatorischen Eigenschaften
liegt eine Beteiligung dieser Zellpopulation an der Pathogenese von Allergien
und Autoimmunerkrankungen nahe [66].

Tregs exprimieren  unterschiedliche Phéanotypen in  verschiedenen
Organsystemen. Die Expression der unterschiedlichen Phanotypen lasst
wiederum Ruckschlisse auf ihre physiologische Funktion zu.

Nach ihrer Selektion im Thymus entwickeln sich CD45RO+ Tregs und wandern
in die Peripherie. Wahrend dieses Prozesses akquirieren sie die Expression
von CD45RA. Seddiki et al. beschrieben, dass CD45RA+CD4+CD25+ Zellen im

Thymus, im Nabelschnurblut und im peripheren Blut von Erwachsenen als

56



Anteil der regulatorischen T-Zell Subpopulation angesehen werden kénnen [66].
Die Quantifzierung von FOXP3 mMRNA in der CD25+CD45RA-/RO+
Subpopulation aus dem Blut erwachsener Probanden und der
CD25+CD45RA+/RO- Subpopulation aus dem Nabelschnurblut ergab
wesentlich hohere Werte als fur naive Zellen. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass CD25"° und CD25™ in CD45RO+ Zellen aus Nabelschnurblut und
aus dem Blut adulter Probanden um ein vielfaches mehr FOXP3 mRNA
exprimieren als naive CD25-CD45RA+ Zellen. Die uneingeschrankte
Suppressionsfahigkeit der CD45RO+ sowie der CD45RA+ Zellen konnte
ebenfalls gezeigt werden [66].

Die Anzahl der Tregs in der Population der naiven Zellen und der
Gedachtniszellen variiert bei gesunden Erwachsenen altersabhéngig sehr stark.
Folglich kdnnte eine Verminderung der Tregs in der Subpopulation der naiven
CD4+ T-Zellen auf einen Ruckgang in der Produktion im Thymus oder aber auf
eine kirzere Lebenserwartung zurickzufuhren sein [66]. Da in der vorliegenden
Studie die Anzahl der CD45R0O+ regulatorischen T-Zellen allerdings erhdht war,
konnte man davon ausgehen, dass wie in der Population der
CD4+CD25+FoxP3+CD127- Zellen, die regulatorischen Zellen der Patienten
mit AD zwar in einem hoheren MalR produziert werden, ihre
Suppressorfunktionen allerdings nicht ausfiihren kénnen bzw. andere CD45R0O
unabhéngige Faktoren mit eine Rolle spielen [66].

Die Quantifizierung des Anteils naiver Tregs im Rahmen dieser Arbeit ergab,
dass AD Patienten signifikant weniger naive Tregs besal3en als die gesunde
Kontrollgruppe. Demgegentber war der Anteil der Effektor-Gedachtniszellen an
der Population der Tregs im Patientenkollektiv dreimal hoher als in der
gesunden Kontrollgruppe. Der geringere Anteil der naiven T-Zellen bei den
Patienten mit schwerer atopischer Dermatitis, konnte auf ein geringes Output
der naiven Zellen aus dem Thymus zurlckzuflhren sein oder auf eine zu frihe
Reifung der naiven Tregs, die dadurch einen Teil ihrer regulatorischen Funktion
verlieren. Des Weiteren konnte der vergleichsweise hohe Anteil der Effektor-
Gedéachtniszellen in der Population der Tregs der Patienten mit AD dadurch

bedingt sein, dass es bei der AD, einer chronisch-inflammatorischen
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Hauterkrankung, immer wieder zur Stimulation dieser Zellen kommt wodurch
der Anteil der Effektor-Gedachtniszellen gegenuber dem Anteil der naiven T-

Zellpopulation ansteigt.

54 CD95 - Wie wichtig ist Apoptose?

Am Ende einer durch Infektion hervorgerufenen, sich selbst limitierenden
Immunantwort werden die meisten reaktiven T-Zellen durch Apoptose
vernichtet. Eine kleine Population Uberlebt allerdings und differenziert sich
weiter zu Gedéachtniszellen [118-120]. Die Apoptose der durch Antigene
aktivierten T-Zellen ist ein wichtiger Vorgang, um die Ansammlung von
zytokinproduzierenden und damit schadigenden Zellen zu verhindern [17]. Bei
chronischen Entziindungen dagegen werden die durch Antigen aktivierten T-
Zellen oder autoreaktiven T-Zellen nicht durch Apoptose eliminiert, so dass die
in Gang gesetzte Immunreaktion weiter unterhalten wird [17-20]. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsmuster von CD95 auf den
CD4+CD25+ T-Zellen bei Patienten mit AD und einer gesunden Kontrollgruppe
vergleichend untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass bei den Patienten mit
atopischer Dermatitis die Population der CD4+CD25+CD95+ T-Zellen
signifikant geringer war als bei der gesunden Kontrollgruppe. Dies weist
daraufhin, dass mdglicherweise ein Fehler in der Apoptosefunktion der
CD4+CD25+ T-Zellen bei Patienten mit AD vorliegt. Des Weiteren exprimierte
die Subpopulation der CD25™ Zellen der Patienten mit AD kein CD95. Da
CD25™ auch regulatorische Eigenschaften besitzen, koénnte man daraus
schlieRBen, dass die Apoptosefunktion bei der regulatorischen Subpopulation
deutlich vermindert ist.

Allerdings handelte es sich bei dem Patientenkollektiv um teilweise mit
Azathioprin behandelte Kinder, was mdglicherweise die CD95 Expression
beeinflussen konnte. Die Auswertungen wiesen allerdings keine Extremwerte
bei den mit Azathioprin behandelten Kindern auf. Die Werte fir die behandelten
Patienten lagen konstant im Bereich der Werte der unbehandelten Patienten.
Eine Studie von Braun et. al Uber die Behandlung von MS Patienten mit einer
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Kombinationstherapie, die unter anderem Azathioprin beinhaltete zeigte, dass
Azathioprin keinen Einfluss auf den CD95-Gehalt im Serum der untersuchten
Patienten hatte [121]. Dies untermauert die Annahme, dass die Behandlung mit
Azathioprin keinen Einfluss auf die CD95 Expression hatte und die erzielten
Ergebnisse daher durchaus repréasentativen Charakter haben.

Nicht nur eine insuffiziente Apoptosefunktion CD4+CD25+ T-Zellen sondern
auch anderer T-Zellpopulationen kénnte in der Pathogenese der AD eine
wichtige Rolle spielen.

Eine Studie von Orteu et al. zeigte, dass der CD95L auf den T-Zell-Infiltraten
der Hautlasionen von Patienten mit AD nur in geringem Mal3e exprimiert wurde.
Dies lalt auf eine Persistenz der aktivierten T-Zellen in den, durch AD
verursachten, Hautlasionen schlieBen [118]. Auch Akdis et al. zeigten, dass
eine fehlgesteuerte Apoptosefunktion der Effektorzellen eine wesentliche Rolle
bei der Pathogenese der AD spielt. Eine Dysregulation der Apoptose resultierte
hier in einer verlangerten Lebensdauer der eosinophilen Zellen und einer
erhohten Apoptoserate der Keratinozyten. Ebenfalls fihrte die pathologische
Apoptosefunktion zu einer uneinheitlichen Lebensdauer der T-Zellen des
peripheren Blutes gegenuber den T-Zellen der Hautinfiltrate [122]. Sowohl der
Fas-Ligand als auch der Fas-Rezeptor wurden auf CLA+CD45R0O+ T-Zellen
aus dem peripheren Blut vermehrt exprimiert und wurden somit durch Apoptose
vernichtet. CLA negative Zellen dagegen exprimierten weder den Fas-Liganden
noch den Fas—Rezeptor [123]. Im Gegensatz dazu exprimierten T-Zellen, die in
den Hautldsionen der Patienten mit AD aufzufinden waren den CD95L und
CD95R. Anzeichen der Apoptose konnte allerdings nicht gefunden werden.
Vielmehr wurde die Apoptose von den Zytokinen IL-2, IL-4 und IL-15 inhibiert,
was zu einer erhohten Uberlebensrate der T-Zellen in den Hautlasionen fiihrte
[124]. Eine weitere Studie von Sohn et al. untersuchte die Fas vermittelte
Apoptose in MNZs bei Kindern mit AD unter dem Einfluss von Staphylococcus
Enterotoxin B (SEB). MNZs von Kindern, mit einer milden Form der AD, einer
extremen Form der AD oder von einem gesunden Kontrollkollektiv, wurden
isoliert und 48h mit oder ohne Zugabe von SEB kultiviert. Danach erfolgte die

Farbung der Oberflachenrezeptoren mit Antikdrpern gegen CD3 und CD95.
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Sohn et. al konnten zeigen, dass bei den Kindern mit AD CD95 auf einem
groBeren Teil der CD3+ Zellen exprimiert wurde als bei der gesunden
Kontrollgruppe, sowohl mit als auch ohne Stimulation durch SEB [125]. Im
Gegensatz dazu konnte nach der initialen Isolierung der MNZs kein Unterschied
hinsichtlich der Expression von CD95 festgestellt werden.

Bisher sind keine weiteren Studien publiziert, die das Apoptoseverhalten von
regulatorischen T-Zellen bei allergischen oder autoimmunologischen
Erkrankungen untersuchen. Dies kann nicht zuletzt an den kontroversen
Ergebnissen uber die Anzahl der Tregs bei Patienten mit atopischer Dermatitis
liegen. In der vorliegenden Studie weist allerdings die verminderte Anzahl CD95
exprimierender CD4+CD25+ T-Zellen sowie der Uberschuss an funktionell
defizienten Tregs bei den Kindern mit AD auf einen moglichen Zusammenhang

dieser beiden Eigenschaften hin.

5.5 Perspektiven:  Regulatorische T-Zellen in der Kklinischen

Anwendung

Eine unzureichende Funktion der Tregs wird immer haufiger in Zusammenhang
mit der Pathogenese verschiedenster Erkrankungen gebracht. Dazu gehdren
zum Beispiel Multiple Sklerose, Diabetes mellitus Typ I, Rheumatoide Arthritis
und diverse andere Autoimmunerkrankungen [112, 126, 127]. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass funktionelle Tregs zur Therapie dieser Erkrankungen
eingesetzt werden konnen. Die Anwendung dieser Zellen zur
1) Behandlung von Autoimmunerkrankungen und Uberempfindlich-
keitsreaktionen
2) Vermeidung von Graft-versus-Host Reaktionen,
3) Gewahrleistung einer Toleranzentwicklung gegen Fremd-
Transplantate,
birgt neben potentiellen Vorteilen aber auch schwerwiegende Nachteile und
Risiken. Mdgliche Nachteile kénnten unter anderem sein, dass sich Tregs

wieder in T-Effektorzellen umwandeln oder dass die naturliche Immunantwort
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auf Infektionen schwerwiegend unterdrickt wird. Des Weiteren konnte der
Einsatz von Tregs zum Auftreten von malignen Tumorerkrankungen beitragen.
Durch den Gebrauch von CD3 und CD28 Antikérpern sowie von IL-2 konnten
ex vivo isolierte Tregs in Zellkultur expandiert werden [128, 129]. Tregs konnten
in 2-3 Wochen um ein Vielfaches (200-300x) vermehrt werden. Diese in vitro
kultivierten  Zellen exprimieren eine Reihe von Treg spezifischen
Oberflachenmerkmalen, wie zum Beispiel CD25, CD62L, HLA-DR, CTLA4,
GITR und vor allem den Treg spezifischen Transkriptionsfaktor FoxP3. Des
Weiteren weisen sie Treg spezifische Eigenschaften auf. Dazu gehort unter
anderem die Suppression der Proliferation aktivierter T-Effektorzellen [130].
Tatsachlich kénnen isolierte Tregs ungewollte immunologische Reaktionen bei
der Graft-versus-Host-disease (GvHD) und Colitis ulcerosa im Mausmodell
effizient verhindern [131, 132]. Ob das auch fur die Applikation im Menschen
Gultigkeit hat bleibt abzuwarten.

Allogene Knochenmarkstransplantationen werden als potentiell Kkurative
Therapie bei hamatopoetischen Krankheiten eingesetzt. Die
Knochenmarkstransplantation  hat allerdings einen  entscheidenden,
limitierenden Faktor - die hohe Inzidenz von GvHD und deren
schwerwiegenden Folgen. Versuche, die GvHD durch das Eliminieren von T-
Zellen aus dem Spender-Knochenmark zu verhindern, blieben ohne Erfolg und
hatten eine herabgesetzte Toleranz des Knochenmarks und die Wiederkehr der
Grunderkrankung zur Folge. Hanash und Levy zeigten im Maus-Modell, dass
polyklonale Tregs die Toleranz gegentber allogenen héamatopoetische
Stammzellen verstarken und eine GvHD ausbleibt [133].

Es ist schon seit langerem bekannt, dass ungefahr 10% der Zellen des adulten
CD4+CD45RO+ T-Zell Repertoires mit allogenen MHC-Molekilen
kreuzreagieren und dass in Kultur expandierte Tregs die gemischte
Lymphozyten Reaktion in vitro effizient supprimieren [134]. Folglich haben
Studien an Tieren eine vielversprechende Grundlage fir die klinische
Anwendung der antigenunspezifischen Tregs bei

Knochenmarkstransplantationen geschaffen. Dies liegt vor allem an der
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Tatsache, dass expandierte Tregs in vivo ihre Alloreaktivitat, ihre Homing- und
Expansionsfahigkeiten sowie ihre Effizienz beibehalten.

Obwohl es wahrscheinlich ist, dass die Pravention der GvHD die erste klinische
Anwendung von Tregs sein wird, kdnnten auch andere Krankheiten von einer
solchen Immuntherapie profitieren. Zum Beispiel konnten polyklonale Tregs zur
Behandlung von systemischen Autoimmunerkrankungen wie z.B. dem
Systemischen Lupus erythematodes [72] oder bei chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen eingesetzt werden.

Eine weitere Moglichkeit fir den Einsatz von Tregs sind Infektionskrankheiten,
bei denen die Pathogenitat nicht direkt auf das Pathogen zurtckzufuhren ist,
sondern auf den Gewebedefekt, der durch die Immunreaktion verursacht wird.
In durch Viren verursachten Autoimmunerkrankungen kénnte die Therapie mit
antigenspezifischen Tregs eine einzigartige Moglichkeit darstellen, diese
inflammatorischen Erkrankungen einzuschranken [135] .

Neben den kurativen Ansatzen sollte man dennoch die technischen sowie
medizinischen und ethischen Probleme nicht vernachlassigen. Wie bei allen
Zelltherapien birgt auch die Anwendung von Tregs das Risiko der
unkontrollierten Zellproliferation und die Entwicklung von unvorhersehbaren,
funktionellen Aktivitaten.

Immer mehr Studien beschéaftigen sich mit der therapeutischen Applikation von
T-Zellen [136] und bisher wurden keine wesentlichen Zwischenféllen berichtet.
Folglich kbnnte man sagen, dass es relativ sicher ist expandierte T-Zellen in
vivo zu therapeutischen Zwecken zu nutzen, so lange man davon ausgehen
kann, dass sich diese Zellen nicht zu Effektorzellen differenzieren. Um diesem
Problem aus dem Weg zu gehen, ist es notwendig verlassliche Methoden zu
entwickeln, die menschliche Tregs identifizieren sowie die Reaktion der Tregs in
vivo so detailiert wie mdglich vorhersagen konnen. Letztendlich ist stets zu
bedenken, dass eine grof3e Anzahl an Tregs das Risiko ein Krebsleiden zu
entwickeln erheblich steigern kdnnten und dass der Betroffene nicht mehr in der
Lage ist auf Infektionen in ausreichendem Mal3e zu reagieren.

In den letzten Jahren hat sich zunehmend die Kenntnis entwickelt, dass Tregs

zu den Hauptregulatoren des Immunsystems gehéren. Deshalb versucht man
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Mittel und Wege zu finden, sie zur Therapie verschiedener Erkrankungen
einsetzen zu konnen. Sollte es gelingen, diese Zellen unter Beibehaltung ihrer
regulatorischen Eigenschaften ex vivo zu expandieren oder deren Proliferation
in vivo zu induzieren, ware eine neue hoch-potente Immuntherapie verfugbar.
Diese Therapie konnte zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen, Allergien
und Infektionskrankheiten sowie in der Transplantationsmedizin eingesetzt

werden.
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6. Zusammenfassung

Die Wichtigkeit regulatorischer T-Zellen bei der Immunregulation und der
Entwicklung der immunologischen Toleranz ist unumstritten. Deshalb wird ihnen
eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen und

allergischen Erkrankungen zugeschrieben.

Bei allgemein steigender Pravalenz allergischer Erkrankungen bleiben
verfugbare Therapieoptionen derzeit auf symptomatische Regime begrenzt.
Dies ist nicht zuletzt auf die unklare Genese dieser Erkrankungen
zurUckzufuhren. Bei der AD handelt es sich um eine chronisch-entziindliche
Hauterkrankung, die im Sauglingsalter beginnt und durch sehr starken Juckreiz
gekennzeichnet ist. Um der AD zugrundeliegenden Mechanismen zumindest
teilweise zu durchleuchten, wurden in der vorliegenden Arbeit Frequenz,
Funktion und Phéanotyp der regulatorischen T-Zellen von Kindern zwischen drei
und 16 Jahren, die an der schwersten Form der AD leiden, unter Anwendung
spezieller Farbemethoden und eines Suppressionsassay mit Hilfe der

Durchflusszytometrie untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine erhdhte Anzahl regulatorischer T-Zellen bei
den Kindern mit AD gegeniber dem gesunden Kontrollkollektiv vorhanden war.
Diese wiesen allerdings eine deutlich verminderte Suppressorfunktion auf. Die
Analyse der Oberflachenmerkmale CD45RO und CD45RA zeigte, dass der
Anteil CD25" in der Population CD45RO+ T-Zellen bei den Kindern mit
schwerer atopischer Dermatitis signifikant héher war als im Kontrollkollektiv.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Anteil naiver Tregs in der
Patientengruppe deutlich niedriger war als bei der Kontrollgruppe.
Demgegeniber war der Anteil der Effektor-Gedéachtniszellen in der
Patientengruppe signifikant hoher als in der Vergleichsgruppe. Die
Untersuchung des Todesrezeptors CD95 ergab, dass die Population
CD95+CD4+CD25+ T-Zellen der Patienten signifikant geringer war als bei dem
gesunden Kontrollkollektiv.
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Die hier beschriebenen Ergebnisse deuten daraufhin, dass bei Patienten mit AD
Tregs zwar in ausreichendem MalRe produziert werden, sie aber funktionell
insuffizient sind. Die genauen zugrundeliegenden Mechanismen auf
genetischer Ebene sowie mdgliche, involvierte Signaltransduktionswege gilt es
in weiterfihrenden Studien zu untersuchen. Des Weiteren beschreiben die
Resultate ein gestortes Gleichgewicht zwischen naiven Tregs und
Gedachtniszellen. Das heil3t, dass der groRere Anteil der Effektor-Tregs sich zu
Effektor-Gedéachtniszellen entwickelt, die in ihrer Funktion aber mdglicherweise
eingeschrénkt sind. Die geringere Anzahl CD95 exprimierender regulatorischer
T-Zellen in der Patientengruppe lasst eine Fehlregulation der Apoptose

vermuten, was wiederum die erhdhte Anzahl dieser Zellen erklaren konnte.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Studie Hinweise darauf, dass Tregs
eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der atopischen Dermatitis spielen.
Die zugrundeliegenden Mechanismen allerdings missen in weiteren Studien
untersucht und identifiziert werden, um sie zukinftig als Angriffsziel

therapeutischer Anséatze nutzen zu kdnnen.
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