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Zusammenfassung

Die Atiologie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen ist bis heute ungeklirt. Sie
beinhaltet eine unkontrollierte Aktivierung von immunologischen Effektorzellen durch
antigenprasentierende Zellen, wie zum Beispiel dendritische Zellen und intestinale
Epithelzellen, die Antigene der luminalen Flora fehlerkennen und/oder falsch
verarbeiten und den daraus resultierenden Gewebsschadigungsmechanismen.

Am Interleukin-2 defizienten Mausmodell der Colitis ulcerosa konnten wir zeigen, daf3
T-Zellen eine zentrale Rolle beim mukosalen Entziindungsproze8 bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen und insbesondere bei Colitis ulcerosa spielen. So
kann zum Beispiel im Tiermodell eine Colitis ulcerosa durch Injektion von T-Zellen aus
kranken Tieren auf gesunde Kontrolltiere tibertragen werden. T-Zellen gehdren zu den
wichtigsten Produzenten pro-inflammatorischer Zytokine. Das Ausbleiben der
Darmentziindung bei keimfrei gehaltenen Interleukin-2 defizienten Miusen stiitzt die
Hypothese einer Fehlaktivierung von T-Zellen durch luminale Antigene.

In weiterfilhrenden Experimenten haben wir den Beweis erbracht, dal primére
mukosale Epithelzellen das Potential zur Antigenprésentation besitzen. Ihre Funktion
besteht jedoch offenbar in der aktiven, reversiblen Hemmung von CD4+ T-
Zellantworten. Da sie in unmittelbarem Kontakt mit den luminalen Antigenen stehen,
kommt ihnen zumindest im Kolon eine regulatorische, tolerogene Rolle zu. Eine
Storung dieses Prozesses trigt moglicherweise zur Ausbildung und Aufrechterhaltung
unkontrollierter Entziindung bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und
insbesondere bei Colitis ulcerosa bei.

Dendritische Zellen sind die am lidngsten bekannten wund potentesten
antigenprasentierenden Zellen. Wir konnten zeigen, dafl bei Patienten in Remission
bereits ein Mangel an zirkulierenden unreifen, d.h. potentiell tolerogenen, dendritischen
Zellen besteht, der bei akuten Schiiben stark zunimmt. Dendritische Zellen von
Patienten reagieren auf mikrobielle Modellstimuli im Gegensatz zu dendritischen Zellen
von Gesunden mit der Ausbildung eines aktivierten Phanotyps und der Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine. Unsere Daten lassen vermuten, da3 ihre tolerogene Rolle
gestort ist und sie moglicherweise aktiv zum Entziindungsgeschehen durch eine
Fehlreaktion auf die kommensale Flora beitragen.

Die klinische Relevanz der gestorten T-Zellaktivierung wird durch klinische Daten
deutlich. Wir haben gezeigt, daBl der T-Zellaktivierungshemmer Tacrolimus zur
tiberbriickenden Therapie refraktirer chronisch entziindlicher Darmerkrankungen bis
zum Wirkeintritt konventioneller Immunmodulatoren, wie zum Beispiel Azathioprin
oder 6-Mercaptopurin, zur raschen Induktion einer Remission und auch bei
Therapieversagen konventioneller Immunmodulatoren geeignet ist. Weiterhin
demonstrierten wir seine Wirksamkeit bei refraktdren extraintestinalen Komplikationen
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, wie dem Pyoderma gangrenosum.



Abstract

The etiology of inflammatory bowel disease is still unknown. Patients with
inflammatory bowel disease have an inappropriate T-cell response to antigenic
components of their indigenous gut flora and/or food stream. This breakdown in “oral
tolerance” is poorly understood. However, this phenomenon likely relates to how
antigen presenting cells, such as dendritic cells and epithelial cells, process and present
antigen(s) to T-cells.

Our data in the interleukin-2 knock out mouse model of ulcerative colitis underscores
the central role of T-cells for the inflammatory process in inflammatory bowel disease
and particularly ulcerative colitis. Adoptive transfer experiments showed that T-cells
from diseases animals can transmit the ulcerative like disease onto healthy controls. T-
cells are among the main producers of pro-inflammatory cytokines. The absence of the
ulcerative colitis like disease in gnotobiotic interleukin-2 mice supports the hypothesis
of an inappropriate T-cell response towards the indigenous flora.

In additional studies we were able to show, that intestinal epithelial cells are capable to
present antigen. However, their major role is apparently the reversible silencing of
activated CD4+ T-cell responses. Their close proximity with luminal antigens suggest a
regulatory, tolerogenic role at least in the colon. A disturbance of this process probably
contributes to the occurrence and perpetuation of uncontrolled inflammation in
inflammatory bowel disease and particularly UC.

Dendritic cells are the longest known most potent antigen presenting cells. We have
demonstrated that inflammatory bowel disease patients lack circulating, immature, and
thereby potentially tolerogenic dendritic cells. Cultured dendritic cells from
inflammatory bowel disease patients showed a more vigorous response to microbial
surrogate stimuli compared with healthy controls. Our data suggest that the normally
tolerogenic role of circulating dendritic cells is impaired in inflammatory bowel disease
patients. It appears that they actively contribute to the inflammatory process by a false
response to the indigenous flora.

The clinical relevance of an uncontrolled T-cell activation is supported by our clinical
data. We demonstrated that the T-cell activation inhibitor tacrolimus is suitable for the
management of refractory inflammatory bowel disease. Low dose oral tacrolimus was
also effective in refractory extraintestinal complications of inflammtory bowel disease
such as pyoderma gangrenosum. The concepts and available data of current and
evolving biologic therapies are extensively discussed.
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Abkiirzungsverzeichnis

APC Antigen présentierende Zelle(n)

CARD-15  caspase activation and recruitment domain-15
CBA cytometric bead array

CEC Colonic epithelial cells

CED Chronisch entziindliche Darmerkrankung(en)
CTL Zytotoxische T-Zelle

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CU Colitis ulcerosa

DC Dendritische Zelle(n)

DUNTL DNA polymerase dUTP-digoxigenin nick translation labeling assay
EC Epithelzelle(n)

FACS fluorescence activated cell sorter, FluBzytometer
FITC fluorescein isothiocyanate

IBD inflammatory bowel disease(s)

IEL Intraepitheliale(r) Lymphozyt(en) (T-Zelle)
IFN Interferon

IL Interleukin

lacZ Reporter Gen, das die Expression von [-Galaktosidase induziert
LP Lamina propria

LPT Lamina propria T-Zelle

MC Morbus Crohn

MDC Myeloide dendritische Zellen

MEI mittlere Fluoreszenzintensitit

MHC major histocompatibility complex

NFAT nuclear factor of activated T-cells

NFxB nuclear factor kappa B

NOD-2 nucleotide oligomerization domain-2

OVA ovalbumin, Eialbumin

P Nummer der zugrundeliegenden Publikation
PAMP pathogen associated molecular pattern(s)
PBMC peripheral blood mononuclear cells

PDC Plasmozytoide dendritische Zellen

PI propidium iodide

SIEC Small intestinal epithelial cells

SPF specific pathogen free

TGF transforming growth factor

Tu T-Helfer Zelle

TLR toll like receptor

TNF Tumor Nekrose Faktor

Tr Regulatorische T-Zelle



Vorwort

Der einleitende Vorspann und die zugrundeliegenden, im Anhang eingebundenen
Publikationen P1 bis P10 stellen die schriftliche Habilitationsleistung im Rahmen des
kumulativen  Habilitationsverfahrens  gemid3 der  Habilitationsordnung  der
Medizinischen Fakultit Charit¢é der Humboldt-Universitit zu Berlin (HabOMed),
verdffentlicht im Amtlichen Mitteilungsblatt der Humboldt-Universitidt zu Berlin Nr.
02/1999, dar.



1 Einfiihrung in die Thematik

Mehr als 300 000 Menschen in Deutschland leiden an den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa. Die Inzidenz und Prévalenz
haben in den letzten zehn Jahren zugenommen, insbesondere fiir den M. Crohn [1,2,3].
Jeder flinfte CED Patient ist ein Kind oder Jugendlicher [4,5].

Trotz groBer weltweiter Anstrengungen sind die genauen Ursachen beider
Erkrankungen immer noch nicht endgiiltig geklart [6]. Es ist jedoch generell akzeptiert,
dafl chronisch entziindliche Darmerkrankungen aus einer komplexen Stérung der
intestinalen Barriere und Fehlregulation des mukosalen Immunsystems resultieren, die
durch endogene und exogene Faktoren bedingt sind [7].

Seit ldngerer Zeit wird eine endogene, genetische Disposition fiir CED vermutet [8].
Dies resultierte urspriinglich aus einer Reihe klinisch epidemiologischer
Beobachtungen, wie einer familidren Haufung, einem gehduften Auftreten bei
monozygoten mehr als dizygoten Zwillingen, ethnischen Unterschieden bei Privalenz
und Inzidenz sowie der Assoziation von CED mit seltenen genetischen Erkrankungen,
wie zum Beispiel Glykogenosen oder dem  Wiskott-Aldrich  Syndrom
[9,10,11,11,12,13,14,15].

Die systematische Erforschung genetischer Faktoren gestaltet sich bei CED jedoch
besonders schwierig, weil kein einfacher, den Mendelschen Gesetzen folgender
Erbgang vorliegt. Vielmehr handelt sich um ein polygenetisches Geschehen, bei dem
eine genetische Suszeptibilitit mit spezifischen Mutationen verschiedener Gene
vorliegt, die dann durch Umweltfaktoren schlieBlich bei einigen Menschen zur
Erkrankung fiihrt. Nach der vielbeachteten Entdeckung der Mutationen im
NOD2/CARDI15 Gen auf dem Locus IBD1 und deren Assoziation mit M. Crohn
wurden in weiteren genomweiten Untersuchungen weitere sechs Suszeptibilititsgene
fir CED identifiziert: 12q13-14 (IBD2), 6pl13 (IBD3), 14ql1-12 (IBD4), 5q31-33
(IBDS), 19p13 (IBD6) und 1p, 3p25-26 (IBD7) [16].

Die Daten aus den jlingsten Konkordanzanalysen, bei denen im giinstigsten Fall eine
Konkordanz von 58.3% fiir den Morbus Crohn und 18.2% fiir die Colitis ulcerosa bei
monozygoten Zwillingen angegeben wurden, legen neben einer genetischen
Pridisposition zusétzliche exogene Faktoren in der Pathogenese von CED nahe [17].
Aus epidemiologischen Untersuchungen sind geographische Unterschiede, wie das

Nord-Siid- und ein Stadt-Land-Gefdlle mit einer Haufung in den nordlichen



Breitengraden und in urbanisierten Regionen, ebenso, wie die jahreszeitlichen
Schwankungen mit einer Hiufung von Erkrankungsschiiben in den Herbst- und
Wintermonaten bekannt. Weiterhin gilt als gesichert, da3 Tabakkonsum fiir die Colitis
ulcerosa mit einer geringeren und fir den Morbus Crohn einer hdheren
Erkrankungswahrscheinlichkeit verbunden ist [18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29].
Die zentrale Rolle bei den exogenen Faktoren nimmt jedoch die luminale Flora im
Darm ein [30]. Die erfolgreiche klinische Anwendung von Antibiotika und Probiotika
bei CED Patienten und Untersuchungen an zahlreichen Tiermodellen in keimfreier
Umgebung unterstreichen die Bedeutung einer gestorten Reaktion des mukosalen
Immunsystems auf die kommensale mikrobielle Flora bei genetisch suszeptiblen
Individuen [31,32].

Diese fehlerhafte Interaktion wird auch unter dem Begriff einer gestorten oralen
Toleranz zusammengefalit. Sie beinhaltet eine unkontrollierte Aktivierung von
immunologischen Effektorzellen, insbesondere den Ty-Zellen, durch
antigenprasentierende Zellen, wie dendritische Zellen und intestinale Epithelzellen, die
antigene Bestandteile der luminalen Flora fehlerkennen und/oder falsch verarbeiten und
den daraus resultierenden Gewebsschidigungsmechanismen [6,7,33].

Ein besseres Verstindnis von Schliisselereignissen der Entziindungskaskade, wie z.B.
der Antigenprisentation und Aktivierung von T-Zellen durch professionelle und
atypische APC, hat in den letzen Jahren zur Entwicklung zahlreicher neuer
immunmodulatorischer und biologischer Behandlungskonzepte gefiihrt. In der Zukunft
werden sich Moglichkeiten ergeben, selektivere therapeutische Strategien mit groferer
Effektivitdt und giinstigerem Nebenwirkungsprofil zu entwickeln [34]. Im folgenden

werden die eigenen Beitrdge zu dieser Thematik zusammengefal3t.
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2 Zusammenfassung der eigenen Arbeiten im wissenschaftlichen

Kontext

2.1  Das Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus einem komplexen Netzwerk verschiedener lymphatischer
und nicht lymphatischer Zellpopulationen und humoraler Faktoren. Als
Uberwachungssystem ist seine wichtigste Aufgabe, Pathogene und andere Antigene zu
erkennen, abzuwehren und zu eradizieren — also dem Organismus Immunitit zu
verleithen. Immunitdt kann grundsitzlich in angeborene und adaptive Reaktionen
unterteilt werden. Angeborene Reaktionen werden durch Mastzellen, natiirliche
Killerzellen und mehr als 20 Serumglykoproteine, die auch als Komplementsystem
bezeichnet werden, realisiert [35,36].

Angeborene Immunantworten werden iiber keimbahnkodierte Rezeptoren vermittelt. Da
es im Genom nur eine begrenzte Zahl von Genen gibt, von denen nur ein Bruchteil zur
Pragung des Immunsystems beitrdgt, ist die Anzahl der so kodierten Rezeptoren sehr
begrenzt. Mikroben dagegen sind sehr heterogen und mutieren schnell. Der dadurch
scheinbar entstehende Mangel an Rezeptorvielfalt wird vom Organismus in sehr
eleganter Weise kompensiert. Statt fiir jedes Antigen einen spezifischen Rezeptor
vorzuhalten, erkennt das System grobe Muster von Pathogenen. Der angeborene Teil
des Immunsystems kann also fremd und selbst durch Erkennung molekularer Muster
sogenannte pathogen associated molecular pattern receptors (PAMP), die nur auf
Mikroben und nicht dem Wirtsorganismus vorkommen, wie z.B. Lipopolysacchariden
unterscheiden. Fiir chronische Entziindungsvorginge, wie CED ist dabei der TLR-4 von
besonderem Interesse, da iiber ihn NFkB, ein Schliisselfaktor der Entziindung aktiviert
werden kann [37,38,39].

Adaptive Immunantworten bedienen sich antigenspezifischer Rezeptoren auf T- und B-
Zellen. Etwa 10" bis 10'® B-Zell- und T-Zellrezeptoren werden somatisch kodiert und
spéiter rekombiniert, was dem adaptiven Teil des Immunsystems seine unglaubliche
Vielfalt verleiht. Lymphozyten mit niitzlichen Rezeptoren werden durch klonale
Expansion nach Begegnung mit dem entsprechenden Antigen selektiert. Durch ihre
zufillige genetische Rekombination besteht aber auch die Mdglichkeit, daf
Lymphozytenrezeptoren auch korpereigene Antigene oder Kommensalen filschlich als

fremd erkennen, was potentiell zu Autoimmunitit und Entziindung fiihren kann.
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Wihrend B-Zellen Antigene direkt erkennen und so aktiviert werden kdnnen, erfordern
T-Zellen die Prisentation von Antigenen durch spezialisierte Zellen (APCs). Der T-
Zell-Rezeptor (TCR) erkennt spezifische Antigenfragmente nur im Kontext mit
Histokompatibiltdtsmolekiilen (MHC I und II) und Kostimulationsmolekiilen (CD40,
CD80, CD86), an die sie nach intrazelluldrer Verarbeitung in den APCs gekoppelt sind.
Da die Antigenmengen und die Anzahl spezifischer T-Zellen iiblicherweise sehr gering
sind, kommt antigenprdsentierenden Zellen hier eine wichtige Vermittlerrolle zu
[40,41,42,43,44,45,46].

Angeborene und adaptive Immunantworten konnen nur stattfinden, wenn die
entsprechenden Zellpopulationen an den Wirkort gelangen. Dies geschieht durch
Zytokine, Chemokine und Adhisionsmolekiile. Diese Botenstoffe werden nach Kontakt
mit Antigenen, u.a. auch Mikroben gebildet. Leukozyten, die Rezeptoren fiir diese
Mediatoren besitzen, migrieren dann so zum Ort des Geschehens. Mediatoren
regulieren auch die Expression von Adhidsionsmolekiilen, so dal Leukozyten adhérent

werden und in die Gewebe eindringen.

2.2  Das mukosale intestinale Immunsystem — Barrierefunktion und
Toleranz

(P1)

Die mukosale Oberfliache stellt den physischen Kontakt des Immunsystems mit der
AuBlenwelt her. Der Darm stellt den grofiten Anteil des Mukosa assoziierten
lymphatischen Systems im Organismus dar. In der Darmmukosa gibt es mehr
Lymphozyten als in jedem anderen lymphatischen Organ im Korper. Das lymphatische
Gewebe der Mukosa umfaflit T-Zellen, B-Zellen, Granulozyten, Mastzellen,
Makrophagen und dendritische Zellen. Die T-Zellpopulation 1dft sich in zwei
Hauptgruppen unterteilen: intraepitheliale T-Zellen und Lamina propria T-Zellen. Die
LP T-Zellen machen den grofiten Anteil aus und bestehen aus 95% af3-T-Zellen, die
wie im peripheren Blut auch in CD4+ und CD8+ T-Zellen untergliedert werden konnen.
Intraepithelial dagegen finden sich vorwiegend y3-CD8+ T-Zellen, die sich
morphologisch und funktionell stark von den LP T-Zellen unterscheiden. Im Diinndarm
gibt es Lymphozytencluster, die auch als Peyer’sche Plaques bezeichnet werden. Diesen
Lymphozyten werden Antigene durch hochspezialisierte Epithelzellen, den sogenannten

M-Zellen zugefiihrt und prasentiert [47,48].
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Auf der anderen Seite findet sich im Darm die gréffte Population immunologisch
duBerst diverser Mikroben (Kommensalen), unter ihnen mehr als 400 Bakterienspezies
und andere luminale Antigene [49].

Der Kontrollmechanismus, der die im Normalfall kontrollierte Reaktion des
Immunsystems auf luminale Antigene ermdglicht, d.h. eine kontinuierliche Entziindung
im Darm verhindert, wird als (natiirliche/orale) Toleranz bezeichnet [50]. Konzeptionell
kann man ihn auch als intakte mukosale immunologische Barriere verstehen [51] .

Wir und andere Autoren haben gezeigt, dal Epithelzellen, T-Zellen und dendritische
Zellen eine zentrale Rolle in diesem ProzeB spielen, und dal} ein Zusammenbruch der
Toleranz gegeniiber der Darmflora ein entscheidender Schritt bei der Entstehung und

Aufrechterhaltung von Entziindung im Darm ist [52].

2.3  Antigenprisentation und T-Zellaktivierung — Schliisselereignisse
der Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen

(P1, P2, P3)

Erste experimentelle Hinweise auf eine direkte Rolle von T-Zellen bei chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen kamen von Experimenten an Organkulturen von
fetalen Jejunumsegmenten, in denen eine Aktivierung von T-Zellen zu einer
ausgepriagten Gewebsschddigung fiihrte [53,54]. Daran schlossen sich eine Reihe von
Untersuchungen an Tiermodellen, insbesondere transgenen Maiusen an, in denen
lymphozytenspezifische Gene ausgeschaltet wurden (knock outs) und die dann spontan
intestinale Léasionen entwickelten [33,55].

Eines dieser Tiermodelle ist die IL-2 defiziente Maus, die, wenn unter konventionellen
Bedingungen gehalten eine komplexe Erkrankung mit einer Animie,
Lymphozytenhyperplasie, B-Zellmangel und einer gestérten Hamatopoese entwickelt.
Erkrankte Tiere, die die ersten 8 Wochen iiberleben entwickeln eine chronische, nicht
granulomatdse Entziindung der Kolonmukosa, dhnlich der humanen Colitis ulcerosa
[56].

Die Notwendigkeit von T-Zellen fiir die Entstehung entziindlicher Lasionen am Kolon
von IL-2 defizienten Mausen wurde durch Kreuzung mit immundefizienten Miusen,
denen alle Lymphozyten (RAG-2 defiziente Mause) oder B-Zellen fehlen (Ig heavy
chain J segment (JH) defiziente Maiuse) durch andere Autoren gezeigt [57]. Die

Tatsache, dal JH / IL-2 defiziente Mause Colitis ulcerosa dhnliche Verdnderungen
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aufweisen und RAG-2 / IL-2 defiziente Miuse keine CU &dhnlichen Verdnderungen
haben zeigte, dal B-Zellen fiir die Pathogenese keine relevante Rolle spielen.
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen an der Darmmukosa der IL-2 defizienten Maus
hatten Hinweise auf eine erhohte zytotoxische Aktivitdt von Lamina propria T-Zellen
erbracht. Ferner wurde in der Darmmukosa der IL-2 defizienten Maus und anderen
CED Tiermodellen iiber eine vermehrte Expression von mRNA pro-inflammatorischer
Zytokine, wie INFy und TNFa, berichtet [55].

Wir wollten daher kldren, welche Zellen die pro-inflammatorischen Zytokine
produzieren, wie T-Zellen und Mukosaepithelzellen interagieren und wie die
Gewebsschiadigung zustande kommt sowie den Einflu der kommensalen luminalen
Flora bei der Entstehung der Entziindung weitergehend definieren.

Um die Hypothese zu priifen, dal die CU dhnliche entziindliche Darmerkrankung bei
IL-2 defizienten Madusen tatsdchlich auf eine unkontrollierte T-Zellantwort durch
luminale Antigene hervorgerufen wird, wurde eine Kolonie unter keimfreien
Bedingungen angeziichtet. Die  Keimfreiheit wurde durch serologische,
histopathologische und mikrobiologische Untersuchungen iiberwacht. Nach 8 bis 12
Wochen, dem iiblichen Zeitpunkt des Auftretens erster Erkrankungszeichen bei
konventionell (SPF) gehaltenen IL-2 defizienten Miausen, konnten wir zwar einen
deutlichen GroBen- und Gewichtsunterschied im Vergleich zu Wildtypvergleichstieren
feststellen, jedoch keine entziindlichen Darmverdnderungen. Auch mehr als sechs
Monate keimfrei gehaltene Tiere entwickelten keine entziindlichen Verdnderungen.
Diese Beobachtungen wurden durch histopathologische Untersuchungen an den spéter
autopsierten Mausen bestitigt. Die Tiere entwickelten jedoch alle anderen bekannten
immunologischen und hdmatopoetischen Auffilligkeiten der IL-2 defizienten Maus.

In weiteren Untersuchungen haben wir eine ausfiihrliche FACS Phinotypisierung und
Quantifizierung der T-Zellen im Kolon der konventionell gehaltenen IL-2 defizienten
Maiuse vorgenommen. Im Entziindungsinfiltrat der Lamina propria von nur leicht
erkrankten Tieren zeigte sich schon eine vierfach erhohte Anzahl von CD4+ T-Zellen,
die bei stirker erkrankten Tieren bis auf das DreiBigfache im Vergleich zu
Wildtypvergleichstieren zunahm. Ahnliche, aber quantitativ geringere Verinderungen
wurden auch bei den intraepithelialen Lymphozyten sowie fir CD8+ T-Zellen
beobachtet. Der Anteil von CD4+CD8+ T-Zellen hingegen war bei erkrankten und
Wildtyptieren gleich.
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Die zytotoxische Aktivitit von T-Zellen aus dem entziindeten Kolon erkrankter IL-2
defizienter Méuse als moglichen Mechanismus der Gewebsschddigung untersuchten wir
in einem Standard CTL-Assay mit der etablierten Zielzellinie P815 bzw. frisch
isolierten Kolonepithelzellen aus Wildtypvergleichstieren. Mit dem Nachweis
zytolytischer Aktivitit von T-Lymphozyten aus entziindeten Kolonabschnitten IL-2
defizienter Miause wurde ihr zytotoxisches Potential prinzipiell demonstriert. Im
Anschlul wurden die Experimente mit frisch isolierten Kolonepithelzellen aus
Wildtypméausen wiederholt, um dies als moglichen Schiadigungsmechanismus bei CED
nachzuweisen oder auszuschlieen. Weder eine T-Zellgesamtpopulation, noch einzelne
Subpopulationen von CD4+ oder CD8+ T-Zellen aus entziindeten Darmabschnitten IL-
2 defizienter Mduse lysierten die Kolonepithelzellen. Damit konnten wir CTL-Aktivitét
als Schadigungsmechanismus sicher ausschlieen.

Im néchsten Schritt wurde die Zytokinproduktion und -sekretion von T-Zellen mittels
intrazellulirer Firbung und ELISA Messung in den Uberstinden untersucht. T-Zellen
konnten hier als eindeutige Quelle der CED typischen Zytokine TNFa, IFNy und IL-4
identifiziert werden. Bei den intraepithelialen Lymphozyten dominierten TNFa
produzierende CD4+ und CD8+ T-Zellen, wiahrend in der Lamina propria alle Zytokine
von CD4+ und CD8+ T-Zellen gebildet wurden. Es wurde eine schweregradabhéngige
Zunahme von TNFa, IFNy und IL-4 Produktion und Sekretion dokumentiert. Im
Gegensatz dazu war bei keimfrei gehaltenen IL-2 defizienten Maiusen keine
Zytokinproduktion und Sekretion nachweisbar. Das unterstreicht erneut die Bedeutung
enterischer, mikrobieller Antigene fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung von
intestinalen Entziindungsprozessen in diesem Tiermodell.

Um die Frage nach einer direkten Schiddigung der Mukosaepithelzellen durch IFNy
und/oder TNFo zu beantworten, entwickelten wir ein neues Primidrkultursystem mit
dem ultimativ eine mehrwochige Zellkultur von primdren Kolonepithelzellen moglich
wurde. Der epitheliale Ursprung der Zellen wurde durch Nachweis von Zytokeratin,
Desmin sowie Muzin I und II bestétigt. Die Vitalitit wurde durch Féarbung mit
Trypanblau, DUNTL-Assays und °‘H-Thymidin Inkorporation gepriift. Die
biochemische Integritit wurde mit der Bestimmung von zytoplasmatischen und
Biirstensaumenzymen bestdtigt, wie alkalische Phosphatase und [-Galaktosidase.
SchlieBlich wurde auch die Kontamination mit hamatopoetischen Zellen durch Farbung
mit anti-CD45, anti-CD3 und B220 sowie mesenchymalen Zellen (Fibroblasten) mit

anti-Vimentin evaluiert und Isolate mit mehr als 5% Verunreinigung durch nicht-
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epitheliale Zellen verworfen. Das System wurde spiter auch fiir Diinndarmepithelzellen
adaptiert.

In diesem System zeigten wir schlieBlich, da3 sowohl TNFa, als auch IFNy die Vitalitét
und metabolische Integritdt von primér kultivierten Kolonepithelzellen nicht verdnderte,
jedoch bei der transformierten Kolonkarzinomzelllinie HT-29 Apoptose induzierten.
Dieser von uns erstmalig beschriebene, wesentliche Unterschied zu bisherigen Arbeiten,
in denen aufgrund der zytotoxischen Effekte beider Zytokine auf Tumorepithelzelllinien
ein direkter gewebsschidigender Effekt dieser Zytokine postuliert wurde, unterstreicht
die Problematik beim Arbeiten mit immortalen Zelllinien und der spéteren Interpolation
der Daten auf das humane System.

Zusammenfassend haben wir mit unseren Experimenten am IL-2 defizienten
Mausmodell der Colitis ulcerosa gezeigt, daB T-Zellen eine zentrale Rolle beim
mukosalen Entziindungsprozefl bei CED und insbesondere bei CU spielen. Sie sind in
der Lage, die Erkrankung auf gesunde Wildtyptiere zu iibertragen. T-Zellen gehoren zu
den wichtigsten Produzenten pro-inflammatorischer Zytokine in der erkrankten
Mukosa. Die Zytokin-(Uber)-Produktion erfordert die Prisenz der kommensalen Flora.
Das Ausbleiben der Darmentziindung bei keimfrei gehaltenen IL-2 defizienten Méausen
stiitzt die Hypothese einer Fehlaktivierung von T-Zellen durch luminale Antigene.
Wihrend mukosale T-Zellen von IL-2 defizienten Maiusen zytolytisches Potential
besitzen, spielt ihre = CTL-Aktivitit als  Schiddigungsmechanismus  fiir
Mukosaepithelzellen keine Rolle. Die Zytokine IFNy und TNFa fithren zu keiner
direkten Schiadigung des Mukosaepithels [58,59,60,61].

23.1 Rolle von mukosalen Epithelzellen als atypische
antigenpriasentierende  Zellen bei der  T-Zellaktivierung

(P1, P4, P5, P6)

Nachdem wir in unseren vorangegangenen Arbeiten die Schliisselrolle der CD4+ T-
Zellen fiir die Pathogenese der CED demonstriert hatten, interessierte uns die Frage, ob
moglicherweise eine (fehlerhafte) Aktivierung durch atypische antigenprisentierende
Zellen, wie zum Beispiel Mukosaepithelzellen, die wie wir und andere zeigen konnten
klassische und atypische MHC-II Molekiile exprimieren, ursidchlich zugrunde liegt
[62,63]. Dabei kam unser neu entwickeltes Modell zur Primérkultur von murinen

mukosalen Epithelzellen erneut zum Einsatz.
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Es war zunichst unser Ziel, die Fahigkeit von Diinn- und Dickdarmepithelzellen zur
Antigenaufnahme, Antigenprisentation und Aktivierung von CD4+ T-Zellen am Modell
der IL-2 defizienten Maus und ihrem Wildtypaquivalent (C57/BL6) ndher zu
untersuchen.

Die Fahigkeit von Mukosaepithelzellen 16sliche Proteinantigene aufzunehmen wurde
mit dem Modellantigen Eialbumin (OVA) untersucht. Dafiir wurden frisch isolierte
Kolonepithelzellen mit FITC-markiertem OVA inkubiert. Das Féarbemuster wurde
mittels UV Mikroskopie und Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitit (MEI) in
der FluBzytometrie (FACS) untersucht.

Wir konnten demonstrieren, dall metabolisch und morphologisch intakte Diinn- und
Dickdarmepithelzellen in der Lage waren das Modellantigen OVA aufzunehmen. In
weiterfilhrenden Vergleichsstudien wurde das Antigenaufnahmeverhalten von Diinn-
und Dickdarmepithelzellen, die aus den gleichen Tieren isoliert wurden, verglichen.
Dabei zeigte sich ein deutlicher quantitativer Unterschied zugunsten der
Dickdarmepithelzellen im Vergleich zu den Diinndarmepithelzellen.

Danach wurden die gleichen Experimente an den IL-2 defizienten Médusen wiederholt.
Die Kolonepithelzellen dieser erkrankten Tiere zeigten eine deutlich hdhere
Antigenaufnahme als die ihrer gesunden Artgenossen. Das gleiche Phinomen wurde
interessanterweise am nicht entziindlich verdnderten Diinndarm der erkrankten Tiere
beobachtet.

Die Fihigkeit von mukosalen Epithelzellen zur MHC-II restringierten Présentation
eines Peptidantigens zur Aktivierung von CD4+ T-Zellen wurde mit Hilfe des
hochsensitiven NFAT-lacZ-induzierbaren OVA-spezifischen Hybridoms KZO im
ndchsten Schritt untersucht. Mit diesem experimentellen Ansatz und anschliefenden
funktionellen Untersuchungen, konnten wir eine dosisabhingige, MHC-II restringierte
CD4+ T-Zellaktivierung durch Diinn- und Dickdarmepithelzellen zeigen. In ihrer
Potenz sind sie jedoch professionellen APC, wie mit einer Milzzellmischpopulation
gezeigt, unterlegen. Im Einklang mit der zuvor dokumentierten effizienteren
Antigenaufnahme durch Dickdarmepithelzellen aktivierten diese auch die CD4+ T-
Zellen auf ein hoheres Niveau als Diinndarmepithelzellen. Die stirkste CD4+ T-
Zellaktivierung konnte fiir Dickdarmepithelzellen aus dem entziindeten Colon der IL-2
defizienten Miause gezeigt werden.

Im Anschluf galt es nun zu kléren, ob die prinzipielle Fahigkeit von Kolonepithelzellen

Antigene zu présentieren auch zu einer vermehrten CD4+ T-Zellaktivierung oder aber,
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wie fiir andere Epithelzellpopulationen gezeigt, zu einer Anergie von CD4+ T-Zellen,
d.h. zur Induktion von T-Zelltoleranz fiihrt.

Um diese Frage zu beantworten, kamen erneut C57BL6 Mause und jetzt auch transgene
BALB/C-DO11.10 Miuse, die einen OVA spezifischen T-Zellrezeptor iiberexprimieren
zur Gewinnung antigenspezifischer CD4+ T-Zellen zum Einsatz. Damit sollte u. a. auch
die Limitation der KZO CD4+ Hybridom-T-Zelllinie iiberwunden werden, die zu ihrer
Aktivierung keine kostimulatorischen Signale benétigt, um die Rolle kostimulatorischer
Molekiile auf Darmepithelzellen besser definieren zu kdnnen.

Zunichst wurde der Einflu3 von atypischen APC (Kolonepithelzellen) im Vergleich zu
professionellen APC (Makrophagen) auf die mitogeninduzierte Aktivierung CD4+ T-
Zellen aus der Lamina propria und der Milz von C57BL6 Méusen untersucht. Wihrend
Makrophagen erwartungsgemif eine kraftige CD4+ T-Zellstimulation von sowohl LPT,
als auch Milz CD4+ T-Zellen hervorrief, war diese Reaktion bei Kokultur mit den
Kolonepithelzellen deutlich abgeschwicht. AuBBerdem war auch die Produktion und
Konzentration von Zytokinen, wie IL-10, IL-5, IL-4, IFN-y, und TNFa, wie mit
intrazelluldrer Farbung und direkter Messung in den Zellkulturiiberstinden gemessen,
deutlich vermindert bzw. nicht nachweisbar.

Mit Hilfe der DOI11.10 TCR transgenen Maiuse wurde im weiteren die
antigenspezifische =~ CD4+  T-Zellaktivierung untersucht. Im  Gegensatz zu
professionellen APC waren Kolonepithelzellen nicht in der Lage, DO11.10 CD4+ T-
Zellen in der Gegenwart des spezifischen Antigens (OVA) zu aktivieren.

Da Kolonepithelzellen, wie oben ausgefiihrt, kostimulationsfrei die KZO CD4+
Hybridom-T-Ziellzellinie OVA spezifisch aktivieren konnten, vermuten wir, da3 dies
auf eine fehlende Expression von Kostimulationsmolekiilen, wie bei anderen
Epithelzellen beobachtet, zuriickzufiihren sei. Daher wurde eine Phédnotypisierung der
Kolonepithelzellen beziiglich der Expression von Kostimulationsmolekiilen
angeschlossen. Hier konnten wir auf Kolonepithelzellen ein vergleichbares
Expressionsniveau fiir CD40 und CD80 sowie eine geringere Expression von CD86 und
CD54 im Vergleich zu professionellen APC nachweisen. Die CD80 und CD86
Expression wurde zusétzlich durch RT-PCR und Southern Blot Analyse verifiziert.
Auch die exogene Zugabe von IL-2 oder die Kreuzvernetzung von CD28, mit denen
sich bei professionellen APC eine induzierte Anergie durchbrechen 1d6t, konnten keine

CD4+ T-Zellaktivierung durch Kolonepithelzellen herbeifithren. Kolonepithelzellen
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waren dariiber hinaus sogar in der Lage, in Gegenwart professioneller APC deren CD4+
T-Zellaktivierung zu hemmen.

Die Hemmung der CD4+ T-Zellhemmung wird nicht durch humorale Faktoren
vermittelt, da Zelliberstinde von Kolonepithelzellen die Aktivierung durch
professionelle APC nicht hemmen konnten. Auch 146t sich dieser Effekt nicht durch die
Produktion suppressiver Zytokine, wie IL-10, die Wirkung von CTLA-4 oder TGF3
oder die fehlende Expression von Kostimulationsmolekiilen, wie CD80, CD86 oder
MHC II erkldren, wie wir in weiteren funktionellen Experimenten demonstrierten.
Abschlielend wollten wir herausfinden, ob es sich bei der nun ausfithrlich
dokumentierten Hemmung der CD4+ T-Zellaktivierung durch Kolonepithelzellen um
ein reversibles Ereignis handelt. Hierfiir wurden CD4+ T-Zellen aus Kokulturen mit
Kolonepithelzellen oder professionellen APC gewonnen und erneut mit frisch isolierten
professionellen APC durch PMA/Ionomycin oder anti-CD3 restimuliert. Dabei zeigten
die aus Kolonepithelzellkokulturen wiedergewonnenen CD4+ T-Zellen eine kriftigere
Antwort, als jene aus den Kokulturen mit professionellen APC. Die Induktion von
Zelltod oder Apoptose in CD4+ T-Zellen wurde durch Annexin V und PI Férbung als
Mechanismus ausgeschlossen. Auch die antigenspezifische CD4+ T-Zellsuppression
war reversibel. Hierbei zeigten auch die aus Kolonepithelzellkokulturen
wiedergewonnenen OV A spezifischen DO11.10 CD4+ T-Zellen die bereits fiir die nicht
spezifischen CD4+ T-Zellen gefundene kréftigere Antwort im Vergleich zu jenen aus
den Kokulturen mit professionellen APC.

Zusammenfassend haben wir mit diesen Experimenten den Beweis erbracht, daf
primidre mukosale Epithelzellen {iiber ihre Barriererolle hinaus direkt in
Immunregulationsvorgdnge in der Darmmukosa involviert sind. Obgleich sie das
Potential zur Antigenprisentation besitzen, besteht ihre Funktion offenbar in der
aktiven, reversiblen Hemmung von CD4+ T-Zellantworten. Da sie in unmittelbarem
Kontakt mit den luminalen Antigenen stehen, kommt ihnen zumindest im Kolon eine
regulatorische, tolerogene Rolle zu, in der sie die Aktivierung von LP T-Zellen durch
enterische Antigene verhindern. Eine Storung dieses Prozesses tragt moglicherweise zur
Ausbildung und Aufrechterhaltung unkontrollierter Entziindung bei CED und
insbesondere bei CU bei [59,62,64,65].
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2.3.2 Rolle von dendritischen Zellen als professionelle
antigenprisentierende Zellen (APC) bei der T-Zellaktivierung
(P1, P7)

Dendritische Zellen sind die am lidngsten bekannten und potentesten APC [66]. Sie
patrouillieren den Organismus praktisch ubiquitidr, wobei sie begiinstigt durch ihre
Morphologie und damit verbundene groBe Zelloberfliche stindig Antigene
»aufsammeln® und migrieren ,,beladen* schlieflich zu lymphatischen Organen, wie
Lymphknoten oder Milz, wo sie T-Zellen mit spezifischen TCR begegnen [67].

Unreife dendritische Zellen sind nach Meinung fiihrender Autoren in der Lage, reaktive
T-Zellklone auszuldschen und die Differenzierung naiver T-Zellen in regulatorische T-
Zellen (TR) zu begilinstigen, die wiederum anti-inflammatorische Zytokine wie TGF[f3
und IL-10 produzieren, welche antigenspezifische T-Zellen deaktivieren
[68,69,70,71,72,73,74].

Im Gegensatz dazu fiihrt die Reifung dendritischer Zellen nach Kontakt mit Mikroben
oder pro-inflammatorischen Zytokinen, wie TNFa und IFNy zu einem aktivierten
Phénotyp mit erhdhter Expression kostimulatorischer Molekiile, wie CD80, CDS6,
CD40, CD83 und MHCH-II, die die Proliferation antigenspezifischer T-Zellen und
Immunitét begiinstigen [46,66,75,76,77].

Wihrend zahlreiche Daten aus in vitro Experimenten und Tiermodellen zu einer
Involvierung dendritischer Zellen in die Pathogenese von CED vorliegen, gibt es zu
humanen DC bei CED nur sehr wenige Informationen [78,79,80,81]. Wir entschlossen
uns daher zunéchst alle drei derzeit bekannten zirkulierenden dendritischen Zellreihen
(PDC, MDC-1 und MDC-2) zu charakterisieren. Dazu untersuchten wir Blutproben von
106 CED Patienten (57 CU n=57, MC n=49) und 19 gesunden Probanden.

Es wurde eine Phénotypisierung und Quantifizierung von PDC, MDC-1 und MDC-2
aus PBMC hinsichtlich bekannter Reifungs-, Aktivierungs- und Migrationsmarker
mittels FACS vorgenommen. Die dabei erhobenen Daten wurden mit etablierten CED
Erkrankungsindizes, wie dem Truelove-Witts Index fiir CU und dem Harvey-Bradshaw
Index fiir MC in einer statistischen Regressionsanalyse korreliert. Unsere Ergebnisse
zeigten, daf bereits CED Patienten in Remission weniger zirkulierende DC aufweisen
als gesunde Probanden. Im akuten Schub kommt es zu einem sehr starken Abfall der
zirkulierenden DC Populationen, die sehr eng mit Erkrankungsindizes korreliert.
Zirkulierende DC zeigen einen unreifen Phanotyp und exprimieren Migrationsmarker,

wie a4p7-Integrin und CD62L.
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Im nédchsten Schritt wurden aus dem Blut unbehandelter CED Patienten in Remission
und im Schub hochreine PDC und MDC Populationen durch magnetische
Zellsortierung gewonnen. Die dendritischen Zellen wurden danach kultiviert und mit
mikrobiellen Modellstimuli der kommensalen Flora, wie LPS, das iiber TLR-4 mit
MDC interagiert und CpG-ODN 2006, das iiber TLR-9 mit PDC interagiert, stimuliert
[37,82]. So wollten wir die bei CED wahrscheinliche Interaktion dendritischer Zellen
mit luminalen Mikrobiota simulieren, um daraus Riickschliisse fiir die Reaktion der DC
und ihren moglichen EinfluB auf die T-Zellaktivierung und Differenzierung zu
gewinnen. Es wurde eine weiterreichende FACS Phénotypisierung der kultivierten
Zellen und Analyse der in Kultur durch sie sezernierten Zytokine mittels CBA
Multiplexanalyse =~ vorgenommen. Wir fanden eine erhohte  Expression
kostimulatorischer Molekiile bei unbehandelten CED Patienten im Schub, die nach
Stimulation schneller und auf ein hoheres Niveau anstieg, als bei gesunden Probanden.
Dartiber hinaus fand sich eine vermehrte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine,
wie IL-6, IL-8 und TNFa bei MDC, die von CED Patienten im Vergleich zu gesunden
Probanden isoliert wurden. MDC von CED Patienten zeigten bereits eine deutlich
hoéhere Zytokinproduktion als gesunde Kontrollen, die im Schub weiter anstieg. Am
ausgepragtesten waren die Unterschiede bei CU Patienten.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dall bei CED Patienten in Remission bereits ein
Mangel an zirkulierenden unreifen, d.h. potentiell tolerogenen dendritischen Zellen
besteht, der bei akuten Schiiben stark zunimmt. Die Expression von Migrationsmarkern
deutet auf eine Migration in den Darm hin, was mit den Tierdaten anderer Autoren und
unseren eigenen, vorldufigen Daten vereinbar ist. Weiterhin reagieren dendritische
Zellen von CED Patienten auf mikrobielle Modellstimuli im Gegensatz zu gesunden DC
mit der Ausbildung eines aktivierten Phédnotyps und der Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine. Die bisher vorliegenden Daten lassen vermuten, daf3 die
normalerweise tolerogene Rolle von DC bei CED Patienten gestort ist und sie
moglicherweise aktiv zum Entzlindungsgeschehen durch eine Fehlreaktion auf die
kommensale Flora beitragen. Weitere Arbeiten in unserem Labor werden sich der

Klédrung dieser Frage widmen [83].
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2.3.3 Klinische Beeinflussung der T-Zellaktivierung bei CED Patienten

durch Tacrolimus und andere neue Immunmodulatoren und

Biologika

(P8, P9, P10)
Etwa zwanzig Prozent aller Patienten mit schwerer Colitis ulcerosa sprechen nicht auf
eine konventionelle Steroidtherapie an. Derzeitiger Therapiestandard fiir diese Patienten
ist eine intravendse Ciclosporin Behandlung, mit der sich in fiinfzig bis neunzig Prozent
der Fille eine Remission erreichen 148t [84]. Langfristig sprechen 40 — 60% der
Patienten auf diese Behandlung mit einer prolongierten Remission an [85]. Hypertonus,
Nierenschidden, Hirsutismus sowie opportunistische Infektion sind héufige
Nebenwirkungen einer solchen Behandlung [86]. Ein anderer Nachteil der Ciclosporin
Behandlung ist die Notwendigkeit einer intravendsen Applikation, um aufgrund seiner
variablen intestinalen Resorption zuverldssige Serumspiegel zu gewéhrleisten. Bei der
neu auf den Markt gekommenen Mikroemulsion soll dieses Problem nicht mehr
bestehen, jedoch gibt es erst wenige Daten dazu [87,88].
Wie oben ausfiihrlich dargestellt, spielt die CD4+ T-Zellaktivierung eine Schliisselrolle
bei der Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen [7,59], so daBl uns
interessierte, einen anderen potenten T-Zellaktivierungshemmer auf seine Eignung zur
Behandlung refraktirer CED Fille zu untersuchen.
1987 haben Kino und Mitarbeiter erstmals Tacrolimus (FK506) aus Streptomyces
tsukubaensis isoliert [89,90,91]. Es erinnert strukturell an Makrolide, wie Rapamycin,
und stellte sich als potentes Immunsuppressivum heraus. Obwohl Tacrolimus sich
strukturell komplett von Ciclosporin unterscheidet, ist es auch ein potenter Kalzineurin-
Hemmer. Mbogliche Angriffspunkte stellen Schliisseltranskriptionsfaktoren der
Entziindung, wie nuclear factor of activated T cells (NFAT) und nuclear factor kappa B
(NF-xB) dar [92,93]. So kommt es zur Transkriptionshemmung des IL-2 Genes,
welches fiir die T Zell Aktivierung notwendig ist.
Bis auf die Daten aus Tiermodellen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen, wie
der Peptidoglycan / Polysaccharid (PG/PS) induzierten Kolitis [94], der Dextransulfat
(DSS) induzierten Colitis [95] und der Trinitrobenzensulfonsidure induzierten Kolitis
[96,97], gab es nur sporadische Kasuistiken und Studien mit kleiner Fallzahl zur
Anwendung von Tacrolimus bei Patienten mit therapierefraktiren chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen [98,99,100,101,102,103]. Ein Teil dieser Berichte
beschreibt die erfolgreiche Anwendung von Tacrolimus bei Morbus Crohn Patienten,

fiir die es aber schon eine Vielzahl innovativer, neuer Therapien, wie z.B. Infliximab
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gibt [104]. Das Medikament wurde auflerdem fast immer intravends angewendet
(insbesondere bei florider CU), was eine ambulante Betreuung der Patienten praktisch
ausschlief3t.

In einer monozentrischen Studie untersuchten wir die Wirkung von Tacrolimus an 31
steroidabhidngigen oder -refraktiren CED Patienten. Als steroidabhidngig wurden
Patienten definiert, die mehr als 10 mg Prednisolon tiglich oder dessen Aquivalentdosis
zur Remissionserhaltung benétigten oder bei denen es innerhalb von sechs Monaten
nicht gelang das Steroid auszuschleichen. Als steroidrefraktir wurden Patienten
eingestuft, deren akute Erkrankungsphase auch mit systemischen Steroiddosen von
mehr als 1 mg/kg Korpergewicht fiir mindestens 14 Tage nicht durchbrochen werden
konnte. 28 Patienten (90.3%) sprachen auf die Behandlung an und 20 (64.5%)
erreichten eine Remission. Lediglich drei Colitis ulcerosa Patienten (9.7%) muften nach
1, 12 bzw. 24 Monaten kolektomiert werden. Mit der erstmals von uns verwendeten
niedrigen Dosierung von 0.1 mg/kg KG lassen sich Serumzielspiegel zwischen 4 und 8
ng/ml erreichen, die zu deutlich weniger Nebenwirkungen (Kreatininanstieg (n=3,
9.7%), Tremor oder Pardsthesien (n=3, 9.7%), Hyperkalidmie (n=1, 3.2%), Hypertonus
(n=1, 3.2%) und opportunistische Infektion (n=1, 3.2%)) fithren als in anderen
Indikationen berichtet. In einer zweiten Studie konnten wir die Wirksamkeit von
Tacrolimus bei refraktiren extraintestinalen Komplikationen von CED demonstrieren.
Mittlerweile haben wir mehr als 50 refraktire CED Patienten mit niedrig dosiertem, oral
applizierten Tacrolimus erfolgreich behandelt. Die Ansprechraten und Nebenwirkungen
sind dabei unverindert geblieben [105,106].

Dariiber hinaus gibt es eine Reihe weiterer therapeutischer Moglichkeiten zur
Beeinflussung der T-Zellaktivierung und der aus ihr resultierenden Entziindung bei
CED durch neue Immunmodulatoren und Biologika.

Die T-Zellaktivierung kann dabei durch Antikorper gegen T-Zellen (cM-T412, BF-5,
MAX.16H5, Visilizumab) direkt blockiert werden.

Eine indirekte Hemmung der T-Zellaktivierung ist durch Inhibitoren pro-
inflammatorischer Zytokine (Infliximab, Adalimumab, CDP-571, CDP-870, Etanercept,
Onercept, Semapimod, Thalidomid, Fontolizumab, anti-IL12, anti-IL18, Daclizumab,
Basiliximab) moglich.

Auch rekombinante anti-inflammatorische Zytokine (IL-10, IL-11, IFNa-2a, [FNb-1a),
Inhibitoren der Zelladhdsion (Natalizumab, MLN-02, Alicaforsen) konnen zur

Hemmung der T-Zellaktivierung eingesetzt werden.
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Eine Beeinflussung der luminalen Flora durch Probiotika und Nahrungssupplemente
(Escherichia coli Nissle 1917, Lactobacillus spp., Saccharomyces boulardii und
Trichuris suis) beeinfluft die Antigenlast des Darminhaltes und somit indirekt auch die
T-Zellaktivierung.

Wenn der Mukosaschaden bereits manifest ist, kann nur noch mit Wachstumsfaktoren
(EGF, FGF-7, KGF-I und II, TFF Peptide, HGH, G-CSF, GM-CSF, Faktor XIII) die
Restitution unterstiitzt werden.

Dariiber hinaus gibt es noch andere Substanzen und Verfahren (CpG
Oligodeoxynukleotide (ODN), Rosiglitazon, Zytapherese und Photopherese), die sich
keiner der genannten Interventionsmdéglichkeiten unterordnen lassen.

Die Konzepte und aktuellen Daten zu diesen Wirkstoffen haben wir in einer
Publikation umfassend zusammengestellt und diskutiert [107].

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dal der T-Zellaktivierungshemmer Tacrolimus
in niedriger oraler Dosierung zur iiberbriickenden Therapie refraktirer CED vor
Einleitung einer definitiven Remissionserhaltungstherapie geeignet ist. Weiterhin
demonstrierten wir seine Wirksamkeit bei refraktiren extraintestinalen CED
Komplikationen. Aktuelle Konzepte und Daten weiterer Biologika, die ebenfalls direkt
oder indirekt auf die T-Zellaktivierung wirken, haben wir in einer ausfiihrlichen

Ubersicht zusammengefaB3t [105,106,107].
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