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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Pankreas

Die Bauchspeicheldrise, fachlich auch Pankreas (von griech. pan="alles”; kreas=“Fleisch”), ist
ein langliches, quer verlaufendes, retroperitoneal liegendes Organ. Gegliedert wird das
Pankreas in Kopf, Korper und Schwanz. Es besteht aus exokrinem und endokrinem
Drisengewebe. Dabei nimmt das exokrine Gewebe mit etwa 95% den gréRten Anteil ein und
ist flir die Produktion von Verdauungsenzymen wie z.B. Lipasen, Amylasen, Proteasen aber
auch RNasen und DNasen verantwortlich. Dieses Gewebe besteht aus Driisenzellen, die man
Azinuszellen nennt. In den Azinuszellen werden Verdauungsenzyme sowie deren inaktive
Vorstufen (Zymogene) synthetisiert, in Zymogengranula gespeichert und schlieflich tiber den
Pankreasgang in das Duodenum abgegeben. Vor allem Proteasen werden als inaktive
Vorstufen synthetisiert und sekretiert, um so das Organ vor einem Selbstverdau zu schiitzen.
Erst im Duodenum wird die inaktive Vorstufe Trypsinogen durch eine membrangebundene
Enteropeptidase zu Trypsin aktiviert. Trypsin spaltet wiederum weitere inaktive
Verdauungsenzyme des Pankreas, wie z.B. die Pro-Elastase oder auch Chymotrypsinogen [1,
2]. Neben der Produktion von Verdauungsenzymen ist eine weitere Funktion des Pankreas die
Hormonproduktion zur Regulation des Blutzuckerspiegels. Diese findet im endokrinen Teil des
Pankreas, den Langerhans’schen Inseln, statt. Diese endokrinen Zellen liegen, wie der Name

sagt, inselartig zwischen den exokrinen Drisenzellen [1].

1.2 Die Pankreatitis

Die Pankreatitis ist eine der haufigsten gastrointestinale entzlindliche Erkrankung, die mit
einem Krankenhausaufenthalt einhergehen. Ausloser fir eine akute Pankreatitis konnen
Gallenwegserkrankungen wie z.B. die Obstruktion des Gallengangs durch Gallensteine, oder
ein starker Alkoholmissbrauch sein. In den meisten Fallen kommt es nach einer akuten
Pankreatitis zu einer vollstindigen Heilung ohne bleibende Schdden. Haufig verlaufen die
Schiibe der akuten und chronischen Pankreatitis selbstlimitierend und ohne schwerwiegende
Komplikationen. In etwa 10-15 % der Falle ist der Verlauf der Erkrankung mit erheblichen
lokalen und systemischen Komplikationen, sowie erhéhter Mortalitat assoziiert [3].

Bereits vor Uber einem Jahrhundert nahm der 6sterreichische Pathologe Hans Chiari an, dass

die Pankreatitis einer proteolytischen Selbstverdauung entspricht [4]. Dabei werden
1
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Verdauungsenzyme intrapankreatisch aktiviert. Diese verfriihte Aktivierung von Enzymen in
der Azinuszelle fiihrt zur nekrotischen Zerstérung von Pankreasgewebe [5]. Vor allem die
Aktivierung des Verdauungsenzyms Trypsinogen zu Trypsin spielt eine wichtige Rolle, da es
weitere proteolytische und lipolytische Enzyme aktiviert [2]. Im Zuge der Proteaseaktivieung
kommt es zur Freisetzung von proinflammatorische Zytokinen und Chemokinen, zudem
setzen zerstorte Azinuszellen DAMPs (engl. damage-associated molecular pattern) frei [6].
Dies fuhrt zu einer Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten. Makrophagen und
Neutrophile infiltrieren als erste Zellen das entziindete Gewebe [7, 8]. Diese
Leukozyteninfiltration verstarkt den lokalen Gewebeschaden [8, 9].

Die chronische Pankreatitis ist charakterisiert durch sich wiederholende Pankreatitisepisoden,
welche schlieBlich zu einer Zerstérung des exokrinen und endokrinen Pankreasgewebes sowie
zu fibrotischer Remodulierung fiihren [10, 11]. Dies geht mit einem erh6hten Risiko der
Entwicklung eines Pankreaskarzinom einher [12]. Zu den Ursachen der chronischen
Pankreatitis zdhlen ein starker Alkoholmissbrauch sowie Keimbahnmutationen, die den
Schweregrad der Pankreatitis verstarken konnen. Diese genetischen Risikofaktoren kénnen
Mutationen im Gen des Kationischen Trypsinogens (PRSS1) [13] oder auch Mutationen im
Gen des Trypsin-degradierenden Enzyms Chymotrypsin-C (CTRC) [14] oder des Serinprotease
Inhibitors SPINK1 [15] betreffen.

Die Inzidenz der Neuerkrankungen liegt in Deutschland bei 16:100.000/Jahr [16, 17]. Die
Pankreatitis ist somit eine relativ haufige gastroenterologische Erkrankung. Bis heute gibt es
jedoch keine kausale Therapiestrategie, es erfolgt lediglich die Behandlung der Symptome. Bei
milden Formen der Pankreatitis erfolgt meist eine Fliissigkeitssubstitution sowie analgetische
und enterale Erndhrungstherapie. Bei schweren Verlaufen werden die Patienten zusatzlich

intensivmedizinisch tiberwacht [18].

1.3 Rolle des Immunsystems im Verlauf der Pankreatitis

In der frilhen Phase der Pankreatitis setzen zerstérte Azinuszellen DAMPs frei. Diese
induzieren die Aktivierung der PRR (engl. pattern recognition receptors) des angeborenen
Immunsystems [19]. In Abwesenheit von Pathogenen kommt es zur Rekrutierung und
Einwanderung von Immunzellen [20]. Makrophagen und Neutrophile infiltrieren das Gewebe
als erstes. Diese Zellen gehoren zum angeboren Immunsystem und setzen

proinflammatorische Mediatoren, wie IL1B, IL6 und TNFa, frei [21]. Die ausgeschitteten
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Mediatoren locken weitere Makrophagen und Neutrophile an, vergroBern im Verlauf den
lokalen Gewebeschaden und bestimmen den Schweregrad der Pankreatitis (siehe Abb. 1).
Diese Kaskade kann eine UberschiefRende Immunantwort, welche man SIRS (engl. systemic
inflammatory response syndrom) nennt, auslosen. Als Gegenregulation (CARS, engl.
compensatory anti-inflammatory response syndrome) wird die Immunantwort durch
Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine herunterreguliert [22]. Durch diese systemische
Herunterregulation kann es zu sekunddren Infektionen kommen, beispielsweise kdénnen
kommensale Darmbakterien das Pankreas besiedeln und es kdnnen sich infizierte Nekrosen
ausbilden [23, 24]. Im Zuge der Pankreatitis kann es aufgrund dieser Dysregulation der
Immunantwort zu weiteren systemischen Komplikationen bis hin zum Multiorganversagen

kommen, welche ursachlich fir die erhohte Mortalitat sind.

PMNs
Makrophagen
Inflammation™
»
DAMPs . »
IL1B ) 4 P . .0
TNFa » b

. I
Pankreas
Tryps\i:ogen

Trypsin
Selbstverdau

Azinuszelle

Abb. 1: Infiltration von Zellen des angeborenen Immunsystem als Folge einer verfrithten Aktivierung intrapankreatischer
Enzyme.

Die Aktivierung pankreatischer Enzyme in der Azinuszelle fiihrt zur nekrotischen Zerstérung dieser Zellen. In diesem
Zusammenhang werden DAMPs freigesetzt und fiihren zu einer Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen.
Makrophagen und Neutrophile (PMN: polymorphnukleare Zellen) infiltrieren das Pankreasgewebe und sorgen durch die
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine fir die Rekrutierung weiterer Immunzellen. Dieser Prozess verstarkt den lokalen

pankreatischen Schaden.

1.3.1 Das angeborene Immunsystem

Makrophagen sind Zellen des angeborenen Immunsystems deren Hauptaufgabe die
Phagozytose von Pathogenen und Zellschrott ist [25]. Einige Makrophagen entstehen bereits

vor der Geburt im Dottersack des Embryos. Diese fotalen Makrophagen wandern in

3
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verschiedene Organe und entwickeln sich dort zu Gewebe-spezifischen Makrophagen, mit
unterschiedlichen Namen (Leber — Kupffersche Sternzellen, Gehirn — Mikroglia, Lunge —
Alveolarmakrophagen). Diese Gewebe-residenten Makrophagen sind langlebig und kénnen
sich selbst erneuern [26, 27]. Auch im gesunden Pankreas findet man diese gewebsstandigen
Makrophagen [28].

Makrophagen koénnen sich zudem aus myeloiden Vorlduferzellen des Knochenmarks
entwickeln. Diese Art der Makrophagen sind kurzlebig, kénnen aber schnell gebildet werden.
Im Blutstrom differenzieren die myeloiden Vorlauferzellen zu Monozyten, migrieren zum Ort
der Entziindung und werden schlielllich zu Makrophagen aktiviert [29, 30]. Im Falle der
Pankreatitis phagozytieren Makrophagen dort das nekrotische Gewebe [20]. Diese
Makrophagen sorgen gemeinsam mit den Gewebe-residenten Makropagen fir die
Aufrechterhaltung der Gewebehomoostase [27].

Makrophagen konnen verschiedene Eigenschaften haben. Entsprechend ihrer
Zytokinproduktion differenzieren sie zu verschiedenen Subtypen. Proinflammatorische
Makrophagen induzieren die Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren und sind mit
einer schweren nekrotisierenden Pankreatitis assoziiert. Die Sekretion proinflammatorischer
Zytokine wie TNFa, IL6 und IL1B kann den lokalen Gewebeschaden verstarken und zu einer
starken systemischen Immunreaktion (SIRS) fiihren [8, 31]. Die Polarisation zu
antiinflammatorischen Makrophagen findet in spateren Phasen der Erkrankung statt und
induziert die Sekretion antiinflammatorischer Zytokine wie TGFB oder IL10. Dies flihrt zu einer
Gegenregulation der proinflammatorischen Immunantwort und gleichzeitig zur Induktion der
Geweberegeneration bzw. der Wundheilung. Man nimmt an, dass an diesem Prozess vor
allem Gewebe-residente Makrophagen beteiligt sich. In diesem Zusammenhang werden
zudem pankreatische Sternzellen aktiviert, welche Uber die Produktion extrazellularer
Matrixproteine, wie z.B. Kollagene, die nekrotischen Areale durch fibrotisches Gewebe
ersetzen [20, 27, 32]. Dies fiihrt letztendlich zum Verlust des exokrinen und endokrinen

Pankreasgewebes bis hin zur Pankreasinsuffizienz.

Neutrophile Granulozyten gehoren ebenfalls zum angeborenen Immunsystem und
infiltrieren, wie auch Makrophagen, zu frihen Zeitpunkten das entziindete Gewebe.
Neutrophile setzen reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) und PMN

Elastase (,,Polymorphnuklear-Elastase”) frei um Mikroorganismen zu zerstoren. Diese

4
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Freisetzung flhrt u.a. zur Auflésung von Zell-Zell-Kontakten und potenziert somit den

pankreatischen Schaden [9, 33, 34].

1.3.2 Das adaptive Immunsystem

Zum adaptiven Immunsystem gehoéren B- und T-Lymphozyten, deren Rolle im Verlauf der
Pankreatitis bisher nur wenig untersucht wurde. Experimente mit T-Zell-defizienten
Nacktmadusen zeigten, dass T-Zellen einen direkten Einfluss auf den Schweregrad der
Pankreatitis haben [35].

Naive T-Zellen werden im Thymus gebildet und kdnnen je nach Stimulus in verschiedene
Richtungen differenzieren. Dabei unterscheidet man grundsatzlich zwei Formen, T-Helfer
Zellen und T-Suppressor Zellen. Beide Zellformen exprimieren unterschiedliche
Oberflachenmarker (T-Helfer Zellen CD4+, T-Suppressor Zellen CD8+). Die CD4+ Th-Zellen
kénnen wiederum je nach Zytokinstimulation zu verschieden Subtypen differenzieren (Th1,
Th2, Th17, Treg) [36]. Wie Makrophagen koénnen auch die Th-Zellen pro- oder
antiinflammatorische sowie regulatorische Eigenschaften besitzen.

Thl-Zellen (Tbet+/CD4+) sind an der Abwehr intrazelluldrer Bakterien beteiligt. Sie
produzieren das proinflammatorische Zytokin IFNy und aktivieren somit Makrophagen.
AuBerdem werden Th1-Zellen mit Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht [36].
Th2-Zellen (Gata3+/CD4+) interagieren mit B-Lymphozyten Uber ihre freigesetzten Zytokine
und membrangebunden Rezeptoren. Somit vermitteln sie den Klassenwechsel zu IgkE.
AulRerdem rekrutieren Th2-Zellen Eosinophile und sind damit bei der Entstehung von Allergien
beteiligt [36].

2005 entdeckte man einen weiteren Subtyp von Th-Zellen, der unabhangig von Thl und Th2
ist und hauptsachlich auf Zellen auBerhalb des Immunsystems wirkt: die Th17-Zellen
(Royt+/CD4+) [37, 38]. Diese Zellen produzieren IL17 und sind vor allem an der Abwehr
extrazelluldrer Bakterien und Pilze tGber Aktvierung neutrophiler Granulozyten beteiligt. Damit
induzieren Th17-Zellen eine Gewebeentziindung und haben proinflammatorische
Eigenschaften [36]. Aufgrund dieses Zusammenhangs nimmt man auch an, dass Th17-Zellen,
wie auch Thil-Zellen, an Autoimmunerkrankungen beteiligt sind [39]. Um
Autoimmunerkrankungen zu verhindern, ist ein Gleichgewicht von Th17 und Regulatorischen

T-Zellen (Tregs) entscheidend. Kommt es zu einer Verschiebung dieser Balance, kann dies zu
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einer Gewebeentzindung mit Entstehung einer Autoimmunerkrankung fiihren. Das
Zusammenspiel von Th17 und Tregs wird im Abschnitt 1.3.4 beschrieben.

Tregs gehoren ebenfalls zu den CD4+ Th-Zellen. Diese Zellen sind fiir die Aufrechterhaltung
der immunologischen Toleranz verantwortlich und unterdriicken eine UberschieBRende
Immunantwort. Im Abschnitt 1.3.3 werden Tregs genauer beschrieben.

Im Verlauf der Pankreatitis kommt es zu einer Aktivierung von T-Zellen. Dabei beobachtet
man, dass T-Zellen das Pankreas nicht infiltrieren. Aus diesem Grund nimmt man an, dass T-
Zellen lediglich im Zusammenspiel mit anderen Immunzellen und Zytokinen einen Einfluss auf

die Immunantwort wahrend der Pankreatitis haben [40].

1.3.3 Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen (Tregs) gehdren zum adaptiven Immunsystem und spielen eine
wichtige Rolle bei der Toleranz des Immunsystems gegentiber Selbst- und Fremdantigenen.
Tregs limitieren eine (iberschieRende Immunreaktionen, indem sie die Immunantwort,
unabhangig von ihrer Ausrichtung (Typ 1 oder auch Typ 2) supprimieren. Entdeckt wurden
diese immunregulatorischen Zellen 1995 [41]. Einige Jahre spater identifizierte man FoxP3 als
Treg-spezifischen Transkriptionsfaktor [42, 43]. FoxP3 (Forkhead Box Protein) ist ein Protein
mit einer GroRe von 47 kDa und besitzt eine Forkhead-Domane, welche fir die
Kernlokalisation und DNA-Bindung verantwortlich ist.

Tregs exprimieren auf der Oberflache die Marker CD4 und CD25. Nach Aktivierung der Zellen
werden die Zytokine IL4, IL10 und TGFp freigesetzt [36]. Diese Zytokine supprimieren bzw.
induzieren die Differenzierung, Proliferation und Zytokinfreisetzung verschiedener
Immunzellen. Neben der Zytokin-vermittelten Suppression kénnen Tregs auch Uber
Zellkontakt-vermittelte Mechanismen auf Immunzellen wirken. Dabei binden die
Oberflichenmarker CTLA4 und CD28 auf den Tregs an CD80/CD86 auf
Antigenprasentierenden Zellen wie z.B. Makrophagen oder Dendritische Zellen [44]. Die
Expression der Oberflichenmarker sowie die Interaktion mit Antigenprasentierenden Zellen
ist in Abb. 2 grafisch dargestellt.

Tregs werden im Verlauf der Pankreatitis aktiviert [45]. Der genaue Wirkmechanismus, der
dahintersteckt, ist aber bislang noch unerforscht und soll in der vorliegenden Arbeit genauer

untersucht werden.
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Abb. 2: Charakterisierung von Tregs.

Regulatorische T-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor FoxP3 sowie die Oberflaichenmarker CD4 und CD25. Tregs
kontrollieren die Induktion und Proliferation von T-Effektorzellen (Th1, Th2, Th17) Gber die Freisetzung der Zytokine IL4, TGF
und IL10. Die Freisetzung von IL10 induziert auRerdem die Makrophagendifferenzierung. Die Aktivierung von Makrophagen

erfolgt Zellkontakt-vermittelt Gber den Oberflichenmarker CTLA4.

1.3.4 Das Treg/Th17-Gleichgewicht an immunologische Grenzflachen

Sowohl Tregs als auch Th17-Zellen entwickeln sich auf naiven T-Zellen. Sie haben zwar
gegensatzliche Funktionen, werden aber beide durch das Vorhandensein von TGFB induziert.
Dabei ist diese Differenzierung konzentrationsabhdngig. Geringe Mengen TGFB mit
gleichzeitigem Vorhandensein von IL6 flUhrt zu einer Entwicklung von Th17-Zellen. Liegt
wahrend der T-Zell-Differenzierung viel TGFB vor, so entstehen vermehrt Tregs. Das
Zusammenspiel von Tregs und Th17-Zellen ist besonders an Schleimhautoberflachen wichtig,
um eine Gewebehomoostase an diesen immunologischen Grenzflachen aufrechtzuerhalten
[46].

Beim Menschen bildet der Gastrointestinaltrakt die groRte Kontaktfliche zwischen
Organismus und Umwelt. Verschiedene Barrieren sorgen filir eine Homdostase des
intestinalen Immunsystems. Eine mechanische Abgrenzung beider Kompartimente ist durch
das Vorhandensein einer Epithelschicht und der schiitzenden Darmschleimhaut moglich.
Epithelzellen werden Uiber adhédsive Zell-Zell Kontakte, so genannte tight junctions,
miteinander verbunden. Die Darmschleimhaut enthdlt neben Enzymen zum

Nahrungsaufschluss auch das bakterizide Enzym Lysozym. Zu den unspezifischen
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Abwehrmechanismen des Darms zdhlen antimikrobielle Proteine, die von Epithelzellen
produziert werden. So werden u.a. Defensine freigesetzt um unerwiinschte Mikroorganismen
zu eliminieren. SchlieBlich gibt es noch das darmassoziierte Immunsystem (GALT, engl. gut
associated lymphoid tissue) welches das grofSte biologische Abwehrsystem des Menschen ist
[47]. Zu den Aufgaben des intestinalen Immunsystem gehort zum einen die Toleranz
gegeniber Mikroorganismen und Antigenen, aber zum anderen auch die Kontrolle dieser. Im
Gastrointestinaltrakt kommt der Korper mit vielen Nahrungsantigenen und einigen
Krankheitserregern in Kontakt. Die Toleranz gegenliber Nahrungsantigenen wird von Tregs
reguliert. Diese Zellen verhindern eine liberschieBende Immunantwort. Der Kérper muss aber
ebenfalls auf pathogene Antigene reagieren, um eine systemische Besiedlung zu verhindern.
Diese Aufgabe Ubernehmen Th17-Zellen. Th17-Zellen verstirken die intestinale
Immunantwort, indem sie proinflammatorische Zytokine, z.B. IL17, produzieren und somit die
Darmschleimhaut vor einer Penetration von Mikroorganismen schiitzen [47]. Sowohl Th17-
Zellen als auch Tregs sind ein Hauptbestandteil des darmassoziierten Immunsystems und
sorgen nur im Gleichgewicht fir eine Homoostase. Ein Ungleichgewicht in der Treg/Th17-
Balance fiihrt zu einer Gewebeentziindung und ist bereits fliir den Pathomechanismus der
entzlindlichen Darmerkrankung beschrieben [48].

Auch im Zuge einer Pankreatitis nimmt man an, dass die Darmbarriere beeinflusst wird. Dies
ermoglicht kommensalen Darmbakterien eine Translokation zum nekrotischen
Pankreasgewebe. Infizierte Nekrosen sind als mogliche Nebenerscheinung einer Pankreatitis
bekannt und gehen mit einer deutliche erhohten Morbiditdat und Mortalitat im klinischen

Verlauf einher [24].

1.4 Remodeling des Pankreasgewebes

Zerstortes Gewebe kann durch ein koordiniertes Zusammenwirken von verschiedenen
Wachstumsfaktoren und Zytokinen regeneriert werden. Diese Mediatoren werden auch im
Zuge der Pankreatitis von zerstorten Pankreaszellen und Immunzellen freigesetzt. Unter
anderem werden pankreatische Sternzellen (PSC, engl. pancreatic stellate cells) aktiviert [49].
Sternzellen sind in interlobuldren und interazindren Bereichen lokalisiert. Aktivierte PSC
proliferieren stark und exprimieren das Protein aSMA (engl. alpha-smooth muscle actin) [50].
Haber et al. beobachteten eine Ko-Lokalisation von Fibrose und aSMA und nahmen an, dass

PSC Kollagenfasern produzieren kénnen. Es ist zudem bekannt, dass PSC von Makrophagen
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aktiviert werden kdnnen. Makrophagen setzen Mediatoren frei, die die Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten induzieren [51]. Anhand dieser Beobachtungen nimmt man
an, dass auch Makrophagen im Regenerationsprozess involviert sind. Makrophagen sind sehr
plastisch. Nach der frihen inflammatorischen Phase, in der Makrophagen eher einen
proinflammatorischen Phanotyp annehmen, differenzieren sie in der spdten Phase zu
antiinflammatorischen Makrophagen. Diese antiinflammatorischen Zellen produzieren eine
Reihe von Wachstumsfaktoren (PDGF, TGFB, IGF-1, VEGFa), die eine Zellproliferation
induzieren und somit eine entscheidende Rolle im Wundheilungsprozess spielen [52, 53]. Ein
Eingriff in die Makrophagen-Regulation flihrt zu einem unkontrollierten Regenerationsprozess
und schliefflich zu einer pathologischen Fibrosierung. Diese Fibrosierung kann zu einer
Abnahme des endokrinen und exokrinen Pankreasgewebes sowie einer Einengung kleiner
Pankreasgdnge bis hin zur Pankreasinsuffizienz fiihren [54, 55].

Wie bereits erwdhnt beeinflusst das Wirken von Wachstumsfaktoren ebenfalls die
Regeneration eines Organs. Wachstumsfaktoren wirken tber den EGFR (engl. epidermal
growth factor receptor) Signalweg. Dieser spielt eine wichtige Rolle bei der TGFf induzierten
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Persistieren diese Zellen stark im
Gewebe fiihrt dies zur Entwicklung einer Fibrose [56, 57]. Eine Uberexpression von EGFR ist
meist mit der Tumorentstehung assoziiert.

An EGFR binden u.a. EGF (engl. epidermal growth factor), TGFa, Epiregulin und Amphiregulin.
Amphiregulin gehort zur Typ Il Immunantwort [58]. Es wird von antiinflammatorischen
Makrophagen und ILC2 (engl. type 2 innate lymphoid cells) nach einer Gewebezerstérung
synthetisiert und ist vor allem fir das Wachstum von Epithelzellen und somit fir die
Gewebereparatur verantwortlich [59].

Klinische Daten zeigen, dass sich Patienten mit einem akuten Pankreatitisschub von diesem
vollstandig erholen kdnnen. In Tiermodellen konnte zudem gezeigt werden, dass exokrines
Pankreasgewebe wiederhergestellt werden kann [60]. Es existieren zwei Modelle, welche die
Regeneration des Pankreas beschreiben. Zum einen nimmt man an, dass neue Azinuszellen
aus bereits bestehenden Azinuszellen entstehen kdnnen. Eine andere Theorie besagt, dass
dedifferenzierte Azinuszellen redifferenzieren koénnen [61]. Im Allgemeinen ist die
Regeneration des Pankreas bisher wenig untersucht. Man nimmt an, dass der Notch-
Signalweg einen Beitrag in diesem Prozess spielt. In Notch-k.o. Madusen konnte gezeigt

werden, dass nach Induktion einer Pankreatitis weniger Azinuszellen vorhanden sind. Somit

9
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scheint der dieser Signalweg an dem Reifungsprozess von Azinuszellen beteiligt zu sein und
die exokrine Pankreasregeneration zu beeinflussen [62].

Es wurde aullerdem beobachtet, dass wahrend des Regenerationsprozesses voriibergehend
weitere Signalwege und Transkriptionsfaktoren aktiviert werden, die sonst nur an der
embryonalen  Pankreasentwicklung beteiligt sind [63]. So werden wu.a. die
Transkriptionsfaktoren PTF1a und MIST aktiviert, die flir die Azinusbildung bzw. Organisation
der Zymogengranula verantwortlich sind [64, 65].

Ebenfalls an der Entwicklung des endo- und exokrinem Pankreasgewebes beteiligt sind die
Wachstumsfaktoren der Activin-Familie. Es konnte auch hier gezeigt werden, dass Activine
eine wichtige Rolle bei der Induktion von Reparaturvorgdangen und Remodeling Prozessen
spielen. Activin bildet ein Dimer aus Inhibin-B-Untereinheiten, welche Uber Disulfidbricken
miteinander verbunden sind. Die gleiche B-Untereinheit kann mit einer Inhibin-a-Untereinheit
ein Dimer bilden und so zur Bildung von Inhibin fihren [66]. Die Proteine der Inhibin-Familie
sind wichtige Gegenregulatoren der Activine. Als weiterer Antagonist ist das Glykoprotein
Follistatin bekannt. Dabei neutralisiert Follistatin Activin durch irreversible Bindung und fihrt

schlieBlich zur Internalisierung von Activin und zur proteolytischen Degranulation [67].

1.5 Zielstellung

Ziel dieser Dissertation ist es die Rolle der regulatorischen T-Zellen auf das Zusammenspiel der
Makrophagendifferenzierung und T-Zell-Antwort im Verlauf einer Pankreatitis genauer zu
charakterisieren. Dabei soll zunachst untersucht werden inwieweit die T-Zellaktivierung bzw.
Differenzierung die Makrophagenpolarisation beeinflusst und somit den Krankheitsverlauf
mitbestimmt.

Vor allem soll in dieser Arbeit die suppressive Wirkung der Tregs im akuten und chronischen
Pankreatitis Mausmodell genauer untersucht werden. Dazu sollen DEREG Mause, deren Tregs
gezielt depletiert werden konnen, verwendet werden. Die Regulation der Immunantwort
konnte den direkten lokalen Schaden sowie den Verlauf der Erkrankung, sowohl in der akuten
als auch in der chronischen Phase beeinflussen. Im akuten Pankreatitis Mausmodell soll die
Immunantwort mit Hilfe durchflusszytometrischer Analysen der Milz sowie histologischer
Untersuchungen des Pankreas charakterisiert werden. In diesem Zusammenhang soll auch
untersucht werden, inwieweit die Treg/Th17 Balance des intestinalen Immunsystem

beeinflusst wird und somit den Krankheitsverlauf mitbestimmt.

10
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Hauptaugenmerk im chronischen Pankreatitis-Mausmodell soll auf der
Gewebeumstrukturierung des Pankreas im Verlauf der Erkrankung liegen. Histologische
Farbungen sowie Genexpressionsanalysen sollen verwendet werden, um die
Gewebeveranderung zu charakterisieren. Anhand dieser Daten soll weiterhin untersucht
werden, ob eine therapeutische Steuerung der Immunantwort den Krankheitsverlauf positiv

beeinflussen kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate und Verbrauchsmittel

Laborgerate und Verbrauchsmittel

Hersteller

384 Well Platten

96-Well Rundbodenplatten

BD FACSAria™ Ill Cell Sorter
BD Vacutainer® Serumréhrchen
BD™ LSR Il flow cytometer
BioPhotometer® 6131
Cryo-Mikrotom
Cycler
Mastercycler EP S Thermal Cycler
peqSTAR Thermal Cycler
Deckglaser
Eismaschine
Elektrophorese
FACS Rohrchen
gentleMACS C Tubes

gentleMACS Dissociator

Heizblock

Kanilen

Kryoréhrchen

Biozym  Scientific GmbH  (Oldendorf,
Deutschland)

Grainer bio-one (Frickenhausen,
Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Peglab (Erlangen, Deutschland)

R. Langerbrink (Emmendingen, Deutschland)
Manitowoc Company Inc. (Manitowoc, USA)
PeqLab (Erlangen, Deutschland)

Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Grainer bio-one (Frickenhausen,

Deutschland)
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Laborgerate und Verbrauchsmittel

Hersteller

MACS LS Columns

MACS Magnetic separator

MACSmix™ Tube Rotator

MACSmMix™ Tube Rotator

Magnetriihrgerat RFT

Micro-Hamatokrit-Kappilaren

Mikroplattenlesegerat SpectraMax 190
Mikroskop Olympus FLUOVIEW FV1000

Mikrotom
Mikrowelle
Millipore Wasser Aufbereitung

Nahtmaterial, Mariderm blau

Nahtmaterial, Polyester,
weil, unbeschichtet
Objekttrager
OP-Besteck

Petrischalen

pH-Meter HI2211 Basic

Photoimager

Photometer, SPECTRAmMax Plus384

Pipetten

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

IKA (Staufen, Deutschland)

BRAND (Wertheim, Deutschland)
Molecular Devices (Sunnyvale, CA, USA)
Olympus (Hamburg, Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Candy (Brugherio, Italien)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Catgut GmbH (Markneukirchen,
Deutschland)
Catgut GmbH (Markneukirchen,
Deutschland)

R. Langerbrink (Emmendingen, Deutschland)
Carl ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Hanna Instruments (Woonsocket, USA)
Alpha Innotech Cell Biosciences (San Leandro,
CA, USA)

Molecular Devices

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
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Laborgerate und Verbrauchsmittel

Hersteller

Pipettenspitzen
10 pL
200 pL
1000 pL

Qiagen Tissue lyser

QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR
Instrument

QuantStudio™ 7 Flex system
ReaktionsgefaR (0,5 mL/1,5 mL/2,0 mL)
ReaktionsgefalR (15 mL)

ReaktionsgefaR (50 mL)
Rotations-Schuttler
Schittelwasserbad 1092
Schiittelwasserbad SW22

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)

Slide Scanner

Sterilwerkbank Herasafe

Tissue-Tec

Ultraschallgerat Sonopuls

Vortexer MS2 Minishaker

Waagen
Adventurer® balance Ohaus® ARA520
Sartorius mcl AC120S

Zellkultur Inkubator

Carl ROTH (Karlsruhe, Deutschland)

Grainer bio-one (Frickenhausen,
Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
SARSTEDT AG & Co. (Nimbrecht,
Deutschland)

Falcon (Amsterdam, Niederlande)

UniEquip (Planegg, Deutschland)

GFL (Burgwedel, Deutschland)

Julabo (Seelbach, Deutschland)

SARSTEDT AG & Co. (Nimbrecht,
Deutschland)

Sysmex Corporation (Kobe, Prafektur Hyogo,
Japan

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)
Sakura (Staufen, Deutschland)

Bandelin (Berlin. Deutschland)

IKA (Staufen, Deutschland)

OHAUS (Greifensee, Schweiz)

Sartorius AG (Gottingen, Deutschland)

Binder (Tuttlingen, Deutschland)
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Laborgerate und Verbrauchsmittel

Hersteller

Zellsiebe (50 um, 70 um, 100 um)

Zellzahlgerat Casy®1 Modell TT
Zentrifugen

Centrifuge 5417R

Centrifuge 5415R

Centrifuge 5402R

Heraeus Pico 21

Sprout, Microcentrifuge

2.1.2 Chemikalien und Kits

Grainer bio-one (Frickenhausen,
Deutschland)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Roche Innovatis AG (Bielefeld, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

Heathrow Scientific (Vernon Hills, USA)

Chemikalien/Kits

Hersteller

Agar

Agarose

Amyl-Kit
Aprotinin

Azan Farbekit

Bradford-Kit

Bromphenol Blau

Caerulein

CBA Mouse Inflammation Kit

DAB Substrate Kit

Dimethyl sulfoxide

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Roch (Basel, Schweiz)

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Morphisto GmbH (Frankfurt a.M.,
Deutschland)

BioRad (Hercules, CA, USA)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Bachem Holding AG (Bubendorf,
Schweiz)

BD Biosciences (Heidelberg,
Deutschland)

Vector Laboratories

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)
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Chemikalien/Kits

Hersteller

Dithiothreitol (DTT)

dNTP mix

DTT (0,1 M)
Dynabeads® Mouse T-Activator CD3/CD28

EDTA

EDTA:2Na
Eosin

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethidiumbromid

Fast digest green buffer (10x)

Fc-Rezeptor-Block

First-Strand Puffer (5 x)
Fluorescence mounting medium
Formaldehyd 4,5 %; pH7

Fotales Kélberserum

Glycerol

H,0,

Hamatoxylin

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
USA)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
GIBCO®, Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
CHEMSOLUTE®, Th. Geyer GmbH & Co.
KG (Renningen, Deutschland)

J.T. Baker (Deventer, Netherlands)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
USA)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Agilent Dako (Santa Clara, USA)
UniApotheke (Greifswald, Deutschland)
GIBCO®, Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
USA)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
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Chemikalien/Kits

Hersteller

Hefeextrakt

Hexacetryltrimethylammoniumbromid

High capacity cDNA reverse transcription kit

HPLC Wasser
L2

Isopropanol

KCI

Ketamin

KH2PO4
KHCO3

Lamina Propria Dissociation Kit, mouse

L-glutamine

Lip-Kit

Masson-Goldner Farbekit

Medium RPMI 1640 (2 g/L NaHCO3)

Medium TexMACS™

Metamizol

M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/uL)

Na;HPO4-H20
NaCl

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
USA)

J.T. Baker (Deventer, Netherlands)
Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

CHEMSOLUTE®, Th. Geyer GmbH & Co.
KG (Renningen, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Selectavet Dr. Otto Fischer GmbH
(Weyarn, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

PAN™ Biotech GmbH (Aidenbach,
Deutschland)

Roch (Basel, Schweiz)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
GIBCO®, Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

MSD Animal Health, Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)
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Chemikalien/Kits

Hersteller

Natriumazid

NHaCl

O-dianisidine
Oligo dT
PCR Kit

Pepton

peqGold 1 100 bp DNA-ladder

peqGold 1 kb DNA-ladder

Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)
Ponceau S

Random Primer

RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor (40 U/uL)

Sevofluran

SYBR™ green PCR master mix

Tris

Triton X-100

Tween®-20

Vybrant™ CM-Dil Cell-Labeling Solution

Xylase

Xylene cyanol FF

B-mercaptoethanol

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen,
Deutschland)

Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen,
Deutschland)

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Promega (Madison, USA)

Abbott Laboratories (Chicago, USA)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
USA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Ferak Berlin GmbH (Berlin,
Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Selectavet Dr. Otto Fischer GmbH
(Weyarn, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
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2.1.3 Puffer und Losungen

Puffer/Losungen Zusammensetzung Menge

Agarose Gel 1x TAE-Buffer
Agarose 1;1,52%
Ethidiumbromid 1.78 uM

Blockierlosung PBS

(Immunfluoreszenz) FCS 20%

DNA-Ladepuffer H.O
Tris-HCI (pH 7,6) 10 mM
Bromphenol Blau 0,03 %
Xylene cyanol FF 0,03%
Glycerol 60 %
EDTA 60 mM

Erythrozyten-Lyse Puffer H,O

(10x) NH4Cl 1,5M
KHCO3 0,1M
EDTA-2Na 10 mM

FACS Puffer PBS
Natriumazid 0,02 %
FCS 2%
EDTA 2 mM

HBSS Puffer (1 x) H,0
NaCl 0,14 M
KCl 5 mM
CaCl; 1mM
MgS04-7H20 0,4 mM
MgCl>-6H20 0,5 mM
Na;HPOs-2H,0 0,3mM
KH2PO4 0,4 mM
D-Glucose (Dextrose) 6 mM
NaHCO3 4 mM
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Puffer/Lésungen Zusammensetzung Menge
LB-Agar (1.5 %) 1x LB-Medium
Agar 15¢g
LB-Medium (10 x) H,0
Pepton 10 %
Hefeextrakt 5%
Nacl 1,71 M

MPO-Extraktionspuffer H.O
KH2PO4 50 mM
Hexacetryltrimethylammoniumbromid 0,5 %
pH 6,0 (eingestellt mit KOH)

MPO- H20

Homogenisierungspuffer KH;POa 20 mM
pH 7,4 (eingestellt mit KOH)

MPO-Messpuffer H.O
KH2PO4 50 mM
pH 6,0 (eingestellt mit KOH)

O-dianisidine 0,53 mM
H.202 0,21%
PBS (10 x) H,O

NacCl 1,37 M
KCI 27 mM
KH2PO4 15 mM
Na;HPO4-H20 81 mM
pH 7,4
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Puffer/Lésungen Zusammensetzung Menge
Permeabilisierungslésung PBS
(Immunfluoreszenz) FCS 20 %
Triton-X 0,1%
TAE (10 x) H20
Tris 0,4 M
EDTA (pH 8,0) 10 mM
Essigsaure 0,2M

2.1.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen synthetisiert.

Primer Forward 5' — 3' Reverse 5' — 3'

5§ GCCCGATCTCGTCTGATCTC GCCTACAGCACCCGGTATTC
Amy2a4d CAAAATGGTTCTCCCAAGGA ACATCTTCTCGCCATTCCAC
Areg CTGATCTTTGTCTCTGCCATCA AGCCTCCTTCTTTCTTCTGTT
Bclllb GCAACCCGCAGCACTTGTCCCA GGCTCCTCTATCTCCAGACCCTC
Claudinl TCCTTGCTGAATCTGAACA AGCCATCCACATCTTCTG
Col3al ATGGCTCACCAGGACAAAG CACCAGGACTGCCGTTATT
Defa5 AGGCTGATCCTATCCACAAAACAG TGAAGAGCAGACCCTTCTTGGC
EGFP ACGTAAACGGCCACAAGTTC AAGTCGTGCTGCTTCATGTG
Fgfl GATGGCACCGTGGATGGGAC AAGCCCTTCGGTGTCCATGG
Follistatin AAAACCTACCGCAACGAATG TTCAGAAGAGGAGGGCTCTG
IgA CGTCCAAGAATTGGATGTGA AGTGACAGGCTGGGATGG

IL10 TTGAATTCCCTGGGTGAGAAG TCCACTGCCTTGCTCTTATTT
IL1B GAGGACATGAGCACCTTCTTT GCCTGTAGTGCAGTTGTCTAA
Inhibin BA GATCATCACCTTTGCCGAGT TGGTCCTGGTTCTGTTAGCC
Inhibina CTCCCAGGCTATCCTTTTCC TGGCCGGAATACATAAGTGA
Lyz2 ATGGAATGGCTGGCTACTATGG ACCAGTATCGGCTATTGATCTGA
Mrcl GGCGAGCATCAAGAGTAAAGA CATAGGTCAGTCCCAACCAAA
Notchl GGTGAACAATGTGGATGCTG GCAACACTTTGGCAGTCTCA
Occludin ACTCCTCCAATGGCAAAGTG CCCCACCTGTCGTGTAGTCT
Ptfla AGGTTATCATCTGCCATCGAG AGGAAAGAGAGTGCCCTGCAAG
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Primer Forward 5' —> 3' Reverse 5' — 3'

TGFB CGAAGCGGACTACTATGCTAAA TCCCGAATGTCTGACGTATTG

TRY7 CAACTACCCTTCACTCCTTCAG TGCCTGGGTAAGAACTTGTG

YM1 TCCAGAAGCAATCCTGAAGAC GTCCTTAGCCCAACTGGTATAG

aSMA GCCAGTCGCTGTCAGGAACCC CCAGCGAAGCCGGCCTTACA

2.1.5 Primdare Antikérper

Antikoérper Spezies Hersteller

4',6-Diamidine-2'- - Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

phenylindole

dihydrochloride (DAPI)

Anti-Amphiregulin Ziege Santa Cruz (Dallas, TX, USA)

Anti-Amylase (sc-46657) Maus Santa Cruz (Dallas, TX, USA)

Anti-CD206 (OASA05048) Ratte Aviva Systems Biology (San Diego,
CA, USA)

Anti-CD3 Ratte BioLegend (San Diego, USA)

Anti-CD4 (GK1.5) Ratte BioLegend (San Diego, USA)

Anti-CD8a PE - BioLegend (San Diego, USA)

Anti-CD68 (ABIN181836) Ratte Antibodies-online (Aachen,
Deutschland)

Anti-CD90.1 (Thy-1.1) Maus Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Anti-CK19 (ab15463) Kaninchen Abcam (Cambridge, UK)

Anti-Collagen (ab34710) Kaninchen Abcam (Cambridge, UK)

Anti-FGFR (D8E4) Kaninchen Cell Signaling (Danvers, USA)

Anti-FoxP3-PE - Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Anti-GFP (ab6673) Ziege Abcam (Cambridge, UK)

Anti-InhibinBA (MAK Maus Oxford Bio-Innovation (Oxford, UK)

Clone E4)

Anti-Ki67 Kaninchen Bethyl Laboratories (Montgomery,
USA)

Anti-Ly6g (ab25377) Ratte Abcam (Cambridge, UK)
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Antikoérper Spezies

Hersteller

Anti-aSMA (1A4) Maus

2.1.6 Sekundare Antikorper

Agilent DAKO (Santa Clara, USA)

Antikorper

Hersteller

Anti-Goat IgG-Cy3-Conjugated
Anti-Goat IgG-FITC-Conjugated
Anti-Mouse 1gG-Cy3-Conjugated
Anti-Mouse IgG-FITC-Conjugated
Anti-Rabbit IgG-Cy3-Conjugated
Anti-Rabbit IgG-FITC-Conjugated
Anti-Rat IgG-Cy3-Conjugated
Anti-Rat IgG-FITC-Conjugated

Jackson Immun Research (West Grove, PA, USA)
Jackson Immun Research (West Grove, PA, USA)
Jackson Immun Research (West Grove, PA, USA)
Jackson Immun Research (West Grove, PA, USA)
Jackson Immun Research (West Grove, PA, USA)
Jackson Immun Research (West Grove, PA, USA)
Jackson Immun Research (West Grove, PA, USA)

Jackson Immun Research (West Grove, PA, USA)

2.1.7 Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Spezifitat Konjugat Klon Hersteller Finale
Konzentration

CD11b PerCP/Cy5.5 M1/70 BioLegend® 4 pug/mL
CD127 BV650 A7R34 BioLegend® 4 pug/mL
CD163 PE TNKUPJ Invitrogen 4 pug/mL
CD19 BV510 6D5 BioLegend® 2 ug/mL
CD1d PE/Cy7 1B1 BioLegend® 4 pug/mL
CD206 APC C068C2 BioLegend® 4 pug/mL
CD25 Alexa647 PC61 BioLegend® 10 pg/mL
CD25 PE/Cy7 PC61 BioLegend® 4 pug/mL
CD4 PerCP/Cy5.5 GK1.5 BioLegend® 4 pug/mL
Cb4 BV605 RM4-5 BioLegend® 4 pug/mL
CD4 BV650 RM4-5 BioLegend® 1 pg/mL
CD45 PerCP 30-F11 BioLegend® 4 pug/mL
CD62L BV510 MEL-14 BioLegend® 10 pg/mL
CD69 BV510 H1.2F3 BioLegend® 2 pg/mL
CD8a BV605 53-6.7 BioLegend® 2 ug/mL
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Spezifitat Konjugat Klon Hersteller Finale
Konzentration
CD90.2 BV605 30-H12 BioLegend® 4 pug/mL
Gata3 BV421 16E10A23 BioLegend® 1 pg/mL
Gata3 PE 16E10A23 BioLegend® 0,25 pg/mL
Lineage Alexa647 BioLegend®
Ly6C BV605 HK1.4 BioLegend® 1 ug/mL
Ly6G BV421 1A8 BioLegend® 4 pg/mL
Ly6G Bv421 1A8 BioLegend® 4 pug/mL
Roryt APC AFKJS-9 Invitrogen 20 pg/mL
Tbet Bv421 4B10 BioLegend® 8 ug/mL
Thet PerCP/Cy5.5 4B10 BioLegend® 10 pg/mL
TCRB Bv421 H57-597 BioLegend® 1 ug/mL
TCRyb PE GL3 BioLegend® 4 pug/mL
2.1.8 Software
Software Hersteller

Alpha Innotech

CaseViewer 2.4

CellSens Software

Citavi 5

Flowlo_V10

GraphPad Prism 5.01
Imagel

Inkscape 0.92.1

Microsoft Excel 2019
Microsoft PowerPoint 2019

Microsoft Word 2019

Alpha Innotech Cell Biosciences (San Leandro,
CA, USA)

Sysmex GmbH (Norderstedt, Deutschland)
Olympus (Hamburg, Deutschland)

Swiss Academic Software (Zirich, Schweiz)
BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
GraphPad Software, Inc. (La Jolla, USA)
NIH (Bethesda, MD, USA)

Free Software (GPL), Inkscape Community
Microsoft Corporation (Redmond, USA)
Microsoft Corporation (Redmond, USA)

Microsoft Corporation (Redmond, USA)
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2.2 Methoden
2.2.1 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1.1 Tierhaltung

Flr die tierexperimentellen Versuche wurden maéannliche C57BL/6, sowie mannliche und
weibliche DEREG (genetischer Hintergrund C57BL/6) Mause im Alter von 8-16 Wochen
verwendet. Diese Tiere stammten von Charles River oder aus eigener Zucht. Die Zucht,
Haltung und Durchfiihrung der Experimente erfolgte im Biotechnikum (zentrale
Versuchtierkunde) der Universitaitsmedizin Greifswald sowie im Forschungscluster Il der

Universitatsmedizin unter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetzes (LALLF 11/17).

2.2.1.2 Pankreatitis-Modelle

Verschiedene Pankreatitis-Modelle fiir den Organismus Maus sind bereits etabliert.
Eine milde akute Pankreatitis wurde durch stiindliche intraperitoneale Caerulein-Injektion
(50ug/kg Korpergewicht) Uber acht Stunden induziert. Daflir wurden die Tiere fir die
vorherige Nacht nlichtern gesetzt, mit Zugang zu Wasser ad libitum. Caerulein ist ein CCK
Analogon und fiihrt bei wiederholter Gabe zu einer Uberstimulation, verfrithten Freisetzung
von Proteasen und somit zu einer Pankreatitis. Die Aufarbeitung der Tiere erfolgte acht

Stunden nach der ersten Caerulein-Injektion.

Eine schwere nekrotisierende Pankreatitis wurde durch eine partielle Gangligatur induziert.
Unter Vollnarkose wurde der Pankreasgang oberhalb der Mindung des Gallenganges ligiert.
Die Narkose erfolgte durch die Kombination von Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg i.p.) und
Xylazinhydrochlorid (2,5-5 mg/kgi.p.) in PBS. Im Anschluss einer Laparotomie, wurde der Kopf
des Pankreas identifiziert und mit Hilfe eines Wattestabchen freigelegt. Die Ligation des
Pankreasganges erfolgte mit einem chirurgischen Faden (4/0 DS19, nicht resorbierbarer PVDF
Faden). AnschlieBend wurde das Abdomen mit einer zweischichtigen Naht (Polyester)
verschlossen. Nach der Operation erfolgte eine Schmerzmedikation Gber das Trinkwasser
(Metamizol in einer Dosis von 2 mg/mL Trinkwasser). Die Tiere wurden im weiteren Verlauf
hinsichtlich ihres Verhaltens (Kérperhaltung, Bewegung und Nahrungsaufnahme) beobachtet.
Zwei Tage nach der Operation wurde durch einmalige Gabe von Caerulein (50ug/kg

Korpergewicht) die Proteasekaskade aktiviert. Tiere deren Verhalten auf starke Schmerzen
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hindeutete, wurden gemall der Abbruchkriterien aus dem Versuch genommen und

euthanasiert. Am dritten Tag nach Ligatur erfolgte die Aufarbeitung der Tiere.

Eine chronische Pankreatitis wurde durch eine repetitive intraperitoneale Caerulein-Injektion
(50ug/kg Korpergewicht) sechs Mal am Tag, drei Tage die Woche und uber vier Wochen

induziert.

2.2.1.3 DEREG (“Depletion of regulatory T cells”) Mduse

In DEREG Mausen wird der Diphtheriatoxinrezeptor unter Kontrolle des Transkriptionsfaktor
FoxP3 exprimiert. Dieser Transkriptionsfaktor kommt hauptsachlich im Zellkern von
regulatorischen T-Zellen (Tregs) vor. Bei Gabe des Diphtherietoxins kann dieses Toxin an den
Rezeptor auf Tregs binden und diese Zellen spezifisch depletieren [68].

DEREG Mause wurden sowohl fur das akute Pankreatitis-Modell als auch fur das chronische
Modell verwendet. Tregs wurden drei Tage vor und am Tag der Operation und im chronischen
Modell jeweils eine Stunde vor der ersten Caerulein-Injektion depletiert. Dafiir wurde 1 ug
Diphtherietoxin in 200 pL i.p. injiziert. Kontrolltiere bekamen stattdessen eine i.p. PBS-

Injektion.

2.2.1.4 Tétung der Tiere und Organentnahme

Entsprechend der jeweiligen Zeitpunkte wurden die Tiere mittels Sevofluran in Narkose
gesetzt und anschlieBend das Blut retroorbital entnommen. Das Blut wurde in einem
Serumroéhrchen abzentrifugiert. Das gewonnene Serum wurde abgenommen und fir weitere
Analysen bei -80 °C gelagert.

Nach der Blutentnahme wurden die Tiere durch zervikale Dislokation get6tet. Pankreas, Milz,
Lunge, Lymphknoten und Darm wurden entnommen und entweder in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert oder fiir histologische Analysen in 4% Formaldehyd
fixiert und in Paraffin eingebettet, bzw. zusatzlich mittels Tissue-Tec cryo-eingebettet.
AuBerdem wurden Milz und Dinndarm fir durchflusszytometrische sowie FACS Analysen

entnommen.
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2.2.2 Durchflusszytometrie und FACS

2.2.2.1 Zellisolation aus der Milz

Zur Isolation der Splenozyten wurde die Milz mittels 2 mL Spritzenstempel durch ein 70 um
Zellsieb gedriickt, welches anschlieRend mit PBS gesplilt wurde. Nach der Zentrifugation
(1200 rpm, 6 min) erfolgte eine Erythrozytenlyse mit einem Ammoniumchlorid-haltigen Puffer
(1 mL/Milz, 5 min bei RT). Die Reaktion wurde durch Zugabe von PBS (auf 20 mL auffillen)
abgestoppt und das Zellpellet durch erneute Zentrifugation gewonnen. Die Bestimmung

Splenozyten-Zellzahl erfolgte mit dem Zellzahlgerat Casy®1 Model TT.

2.2.2.2 Zellisolation aus Diinndarmgewebe

Zur Isolation von Zellen der Lamina Propria sowie intraepitheliale Lymphozyten wurde ein
Diinndarmstick mit einer Lange von 3-5cm verwendet. Das Gewebe wurde grindlich
gewaschen, gespiilt sowie von Fett und Peyer-Plaques befreit. Anschliefend erfolgte die
Zellisolation mit Hilfe des Lamina Propria Dissociation Kit mouse (Miltenyi Biotech) nach

Herstellerangaben.

2.2.2.3 Zellfdirbung und Durchflusszytometrie

1 x 108 Zellen wurden fiir Durchflusszytometrische-Analysen in einem FACS Réhrchen gefarbt.
Dafiur wurden die Zellen zunachst mit FACS Puffer gewaschen (1200 rpm, 6 min) und das
Zellpellet anschlieBend mit 1 pL Fc-Block in 25 puL FACS Puffer gelost und 5 min bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden 25 uL des Antikorpergemischs (in FACS Puffer) fur die
extrazelluldre Farbung (je nach FACS Panel siehe Tab. 1, Tab. 2, Tab. 3, Tab. 4) dazugegeben
(Inkubation 30 min, 4 °C).

Fir eine intrazellulare Farbung mussten die Zellen zundchst permeabilisiert werden
(Transcription Factor Staning Buffer Set, Miltenyi Biotec; siehe Angaben des Herstellers). Nach
der Permeabilisierung erfolgte erneut eine Inkubation mit 1 pL Fc-Block (in 25 uL FACS Puffer,
5 min, 4 °C) sowie mit 25 pL Antikdrpergemisches (in FACS Puffer) fiur die intrazellulare
Farbung (je nach FACS Panel siehe Tab. 1, Tab. 3, Tab. 4) (30 min, 4 °C).

Nach den Farbeschritten wurden die Zellen in 150 uL FACS-Puffer resuspendiert, im

Durchflusszytometer (BD, LSRII) analysiert und mit FlowJo ausgewertet.
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Tab. 1: T-Zell Panel 1

Antikoérper Farbstoff Verdiinnung
Anti-CD4 (extrazellular) PerCP/Cy5.5 1:50
Anti- CD25 (extrazellular) Alexa647 1:50
Anti-CD69 (extrazellular) BV510 1:50
Anti-Gata3 (intrazellular) PE 1:10
Anti-Tbet (intrazellular) BV421 1:10

Tab. 2: Makrophagen Panel
Antikoérper Farbstoff Verdiinnung
Anti-CD4 (extrazellular) BV650 1:50
Anti- CD11b (extrazellular) PerCP/Cy5.5 1:50
Anti-Ly6G (extrazellular) BV421 1:50
Anti-Ly6C (extrazellular) BV605 1:50
Anti-CD206 (extrazellular) APC 1:50
Anti-CD163 (extrazellular) PE 1:50
Anti-CD62L (extrazellular) BV510 1:50

Tab. 3: T-Zell Panel 2
Antikorper Farbstoff Verdiinnung
Anti-CD4 (extrazellular) PerCP/Cy5.5 1:50
Anti- CD8a (extrazellular) BV605 1:50
Anti-CD25 (extrazellular) PE/Cy7 1:50
Anti-CD69 (extrazellular) BV510 1:50
Anti-Gata3 (intrazellular) PE 1:10
Anti-Tbet (intrazellular) BV421 1:10
Anti-Roryt (intrazellular) APC 1:10

Tab. 4: ILC Panel
Antikorper Farbstoff Verdiinnung
Anti-CD45 (extrazellular) PerCP 1:50
Anti- CD90 (extrazellular) BV605 1:50
Anti-CD127 (extrazellular) BV650 1:50
Lineage (extrazellular) Alexa647 1:20
Anti-Gata3 (intrazellular) PE 1:10
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Anti-Tbet (intrazellular) BV421 1:10
Anti-Roryt (intrazellular) APC 1:10

Tab. 5: TCR-Panel

Antikoérper Farbstoff Verdiinnung
Anti-CD8a (extrazellular) PE/Cy5 1:50
Anti- CD4 (extrazellular) BV605 1:50
Anti-TCRy& (extrazellular) PE 1:50
Anti-TCRp (extrazellular) BVv421 1:50
Anti-CD25 (extrazellular) Alexa Fluor 647 1:50
Anti-CD19 (extrazellular) BV510 1:50
Anti-CD1d (extrazellular) Pe/Cy7 1:50

2.2.2.4 Zellsorting (FACS)

Fur FACS Analysen wurde die Zellsuspension nach der Splenozyten Isolation auf 10 x 10°
Zellen/mL eingestellt und anschlieRend erneut durch ein 70 um Zellsieb gegeben. In einem
15 mL Falcon wurden alle GFP+ Tregs mit Hilfe des Zellsorters (BD, FACSAria™ Ill Cell Sorter)

isoliert und in TexMACS Medium aufgefangen.

2.2.3 Suppressionsassay

Mit Hilfe eines Suppressionsassays kann die suppressive Aktivitdt von Zellen untersucht
werden. Zur Bestimmung der suppressiven Aktivitdt von Tregs wurden diese wie in 2.2.2.4
beschrieben isoliert und mit naiven CD4+ T-Zellen fiir flinf Tage inkubiert. Daflir wurden naive
CD4+ T-Zellen aus der Milz von C57BL/6 Mausen nach Herstellerangaben isoliert (Naive CD4+
T Cell Isolation Kit, Mouse, Miltenyi Biotech). Nach der Isolation wurden 1 x 108 T-Zellen/mL
mit dem Farbstoff CM-Dil nach Herstellerangaben gefarbt (Vybrant™ CM-Dil Cell-Labeling
Solution, Invitrogen). AnschlieRend wurden die T-Zellen mit CD3/CD28 Beads (2 puL/Well) und
IL2 (100 U/mL) aktiviert. Die Ko-Inkubation der CD4+ Zellen und Tregs erfolgte in
verschiedenen Verhiltnissen (1:1, 2:1, 4:1, 8:1). Dabei wurden immer 4 x 10 T-Zellen/Well
mit der entsprechenden Menge Tregs als Dreifachbestimmung inkubiert. Nach flinf Tagen
wurden die Zellen geerntet und jeweils drei Wells vereint. AnschlieRend wurden die Beads mit
Hilfe eines Magneten entfernt. Die Zellen wurden mit anti-CD4 PerCP/Cy5.5 (1:50) und anti-
CD25 PE Cy7 (1:50) gefarbt und schlieBlich im Durchflusszytometer (BD, LSRII) analysiert und
mit FlowJo ausgewertet.
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2.2.4 Histologische Farbungen

Von verschiedenen Organen, wie Pankreas, Lunge, Milz und Darm, wurden 1-2 um dicke

Paraffin- und Cryo-Schnitte angefertigt.

2.2.4.1 Hdmatoxylin-Eosin-Féirbung

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung wird in der Histologie eingesetzt, um verschiedene Strukturen
eines Gewebes anzufarben. Hamatoxylin farbt alle basophilen Strukturen blau (z.B. Zellkerne).
Eosin ist ein synthetischer saurer Farbstoff und farbt alle acidophilen beziehungsweise
basischen (eosinophilen) Strukturen rot. Dies sind vor allem die Zellplasmaproteine.
Paraffinschnitte wurden zunachst mit Xylol und Methanol entparaffiniert und anschlieRend in
absteigender Alkoholreihe durch Hamatoxylin und Eosin gefarbt. SchlieBlich wurden die
Praparate die Alkoholreihe heraufgefiihrt, mit Xylol behandelt und mit VectaMount

eingedeckelt.

2.2.4.2 Masson-Goldner-Firbung

Mittels Masson-Goldner-Farbung kann man Bindegewebe kontrastiert zur Umgebung
(zytoplasma, Muskelfasern) anfarben.

Die Farbung erfolgte nach Angaben des Herstellers (Masson-Goldner Farbekit, Merck KGaA).
Dafiir wurden ebenfalls Paraffinschnitte mit Xylol und Methanol entparaffiniert und
anschlielfend in absteigender Alkoholreihe mit Hamatoxylin nach Weigert gefarbt.
AnschlieBend erfolgte die Farbung mit Azophloxin (Zytoplasma) und Phosphorwolframsaure
(Muskelgewebe, Erythrozyten). AbschlieRend wurden mit Hilfe von Lichtgriin Bindegewebe
angefarbt. SchlieRlich wurden die Praparate die Alkoholreihe heraufgefiihrt, mit Xylol

behandelt und mit VectaMount eingedeckelt.

2.2.4.3 Azan-Firbung

Mit Hilfe einer Azan-Farbung nach Heidehain kdnnen Zellkerne, Kollagenstrukturen und
Zytoplasma differenziert werden. Dabei dient der rote Farbstoff Azokarmin zur Kernfarbung
und der blaue Farbstoff Anilin zur Farbung von Bindegewebsstrukturen.

Die Farbung erfolgte nach Angaben des Herstellers (Farbekit: Azan nach Heidenhain,

MORPHISTO GmbH) und wurde schlieBlich mit VectaMount eingedeckelt.
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2.2.4.4 Immunhistochemische Féirbung

Immunhistochemische Farbungen werden eingesetzt um Proteine oder andere Strukturen mit
Hilfe von markierten Antikérpern nachzuweisen.

Wie auch in den vorherig beschriebenen Farbemethoden wurden Paraffinschnitte zunachst in
Xylol und Methanol entparaffiniert und anschlieRend in absteigender Alkoholreihe bis PBS
gefiihrt. Danach wurden die Schnitte fiir 30 min in DACO Antigenretrieval Losung gekocht und
in PBS abgekulhlt. AnschlieBend behandelte man die Schnitte fiir 20 min mit 3% H20;, um die
endogene Peroxidaseaktivitat zu blockieren. Nach drei Waschschritten mit PBS wurde fiir 1 h
mit 20 % FCS (in PBS) geblockt. Der primare Antikorper wurde ebenfalls in 20 % FCS gelost
(1:100, 1:200 bzw. 1:500) und tGber Nach bei 4 °C auf den Schnitten inkubiert. Nach erneutem
dreimaligem Waschen mit PBS wurde ein Peroxidase-gekoppelter, sekundarer Antikorper auf
die Schnitte gegeben und fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurde
eine DAB-Farbung (Vector Laboratories) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Farbung
wurde unter dem Lichtmikroskop beobachtet und je nach gewiinschtem Farbegrad mit A. dest
abgestoppt. SchlieRlich wurden die Schnitte Hamatoxylin gefarbt und mit VectaMount

eingedeckelt.

2.2.4.5 Immunfluoreszenzfirbung

Ebenso wie die Immunhistochemische Farbung werden auch bei der
Immunfluoreszenzfarbung markierte Antikdrper eingesetzt um bestimmte Strukturen sichtbar
zu machen. Hierbei sind die Antikorper fluoreszenzmarkiert.

Paraffinschnitte wurden wie in 2.2.4.4 beschrieben entparaffiniert und in DACO
Antigenretrieval Losung gekocht. Anschlieend wurde fiir 20 min mit 1% Natriumbohrhydrit
inkubiert, um die Autofluoreszenz zu blocken. Nach dreimaligem Waschen mit PBS konnten
die Schnitte in 20 % FCS/PBS fur 1 h bei 4 °C blockiert werden.

Cryoschnitte wurden zundchst in 20% Aceton bei -20°C fiir 15 min fixiert und anschlieBend mit
20 % FCS/PBS fur 1 h bei 4 °C blockiert.

Der primare Antikorper wurde ebenfalls in 20 % FCS geldst (1:100, 1:200 bzw. 1:500) und lber
Nacht bei 4 °C auf den Schnitten inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS
wurde ein Fluoreszenz-gekoppelter Sekundar-Antikorper auf die Schnitte gegeben und fir 1 h
bei RT inkubiert (siehe 2.1.6). Nach drei weiteren Waschschritten wurde eine Dapi-Farbung
durchgefiihrt und die Schnitte schlielllich in Fluorescence Mounting Medium (Dako)

eingedeckelt.
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2.2.5 Myeloperoxidase-Bestimmung der Lunge

Myeloperoxidase ist ein Enzym, das in Neutrophilen Granulozyten, Monozyten und
Makrophagen exprimiert wird. Das Enzym spielt eine entscheidende Rolle bei
Entziindungsprozessen und seine Aktivitat kann somit als Indikator fiir einen Organschaden
verwendet werden.

Zur Gewebehomogenisierung wurden die bei -80°C eingelagerten Lungenproben mit 500 plL
Homogenisierungspuffer versetzt und mit Hilfe eines Douncers zerkleinert. 100 plL
Gewebesuspension wurden fir die Proteinbestimmung abgenommen und zweimal fir 10 s
mit Ultraschall behandelt und anschlieBend bei 10.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Rest
(400 pL) wurden ebenfalls zentrifugiert (10.000 g, 4°C), der Uberstand verworfen und das
Pellet in 500 uL Extraktionspuffer aufgenommen. Alle Proben wurden nun viermal in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und bei 37°C aufgetaut. Danach wurden die Proben zweimal fiir 10 s
mit Ultraschall behandelt und 10 min bei 10.000g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
fiir die MPO Bestimmung abgenommen und bei -80°C gelagert. Auf 10 pL Probe wurden 90 pL
Substratlésung (0,167 mg/mL o-Dianisidin, 0,21 % H,0,) gegeben. Direkt im Anschluss erfolgte
die photometrische Messung (460 nm) (iber 10 min, bei 30 °C gegen einen Standard
(aufgereinigte Myeloperoxidase). Fir die Auswertung wirde der lineare Anstieg der

Enzymaktivitat gewahlt und mit dem jeweiligen Proteingehalt verrechnet.

2.2.6 Bestimmung der Serum-Amylase und -Lipase

Die Bestimmung der Enzymaktivitat der Amylase und Lipase im Serum der Tiere erfolgte mit
Hilfe eines Kits der Firma Roche-Hitachi nach Angaben des Herstellers. Dazu wurde das Serum
1:50 in A. dest verdiinnt und je 10 pL dieser Verdinnung mit 90 plL des jeweiligen Substrates
versetzt. Die photometrische Messung erfolgte als Dreifachbestimmung bei 37 °C. Die
Enzymaktivitdten wurden als Verlaufskinetik Giber 30 min gemessen bei einer Wellenlange von
405 nm fur Amylase bzw. 570 nm fiir Lipase. Der lineare Anstieg der Enzymaktivitat wurde fir

die Auswertung genutzt.

2.2.7 Bestimmung der Zytokinkonzentration im Serum

Die Konzentrationsmessung verschiedener Zytokine im Serum der Tiere wurde als FACS
Analyse (iber fluoreszierende antikérpergekoppelte Beads durchgefiihrt. Dazu wurde das CBA

mouse inflammation Kit nach Hersteller Angaben verwendet.
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2.2.8 Molekularbiologische Methoden

2.2.8.1 RNA Isolation

Flr die Extraktion der Gesamt-RNA wurden die jeweiligen Organe zunachst mit Hilfe des
Tissuelyser Il homogenisiert. Dazu wurde das Gewebe direkt in einem 2 ml-Eppendorfgefald
mit 500-1000 uL TRIzol™ behandelt und anschlieBend durch Zugabe von Edelstahl-Kugel im
Tissuelyser Il zerkleinert. Die Zellsuspension wurde danach mit 200 pL Chloroform (je 1 mL
TRIzol™) versetzt und fir 2 min bei RT inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation
(14000 rpm, 15 min, 4 °C) erfolgte die Trennung der Zellsuspension in drei Phasen: die obere
farblose Phase enthdlt die RNA; die mittlere Phase bezeichnet man als Interphase und enthalt
die DNA; und die untere Phase ist die Phenol-Chloroform Phase. Die obere Phase wurde
abgenommen und in ein neues 2 mL GefaR pipettiert. Durch Zugabe von 500 uL Isopropanol
kam es zur Ausfdllung der RNA (Inkubation fir 10 min bei RT). Nach anschlieender
Zentrifugation (14000 rpm, 10 min, 4 °C) wurde das erhaltene RNA Pellet mit 1 mL 75 %
Ethanol (je 1 mL TRIzol™) gewaschen. Schlielich wurde das Pellet bei RT getrocknet und je
nach GrolRe in 30 — 100 pL RNase-freiem Wasser gelost, flir 10 min bei 55 °C und zusétzlich
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die jeweilige RNA Konzentration wurde mittels Eppendorf

BioPhotometer® 6131 gemessen.

2.2.8.2 cDNA-Synthese

Fiir Genexpressionsanalysen mittels quantitativer Realtime-PCR muss die RNA in
komplementare, einzelstrangige DNA (cDNA — complementary DNA) umgeschrieben werden.
Diese Reverse Transkription erfolgte mittels RNA-abhangiger DNA-Polymerase, Random
Hexamere und Oligo-dT-Primer. Die Reaktion wurde am Eppendorf Mastercycler ep Gradient
5341 durchgefiihrt. Die verwendeten Substanzen sowie das verwendete Temperaturprofil

sind in Tab. 6 dargestellt.
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Tab. 6: Komponenten und Temperaturprofil der cDNA Synthese

Substanz Volumen je Ansatz Menge
Gesamt RNA 1ul 2 ug
A. dest 9 uL
dNTP-Mix (10 mM) 1l 0,5 mM
Oligo dT (100 pM) 1pul 5uM
Random Primer (3 pg/ulL) 0,5 uL 75 ng
Schritt Temperatur Zeit
Primer Anlagerung 65 °C 5 min

Eis 1 min
Substanz Volumen je Ansatz Menge
First-Strand Puffer (5 x) 4 uL 1x
DTT (0,1 M) 2L 0,01 M
RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease

1pL 40U
Inhibitor (40 U/uL)
M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/uL) 1L 200U
Schritt Temperatur Zeit
Primer Anlagerung 25°C 10 min
Reverse Transkription 37°C 90 min
Inaktivierung 95 °C 5 min

2.2.8.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction) wurde von Mullis et al.

[69] entwickelt und dient der Amplifikation von DNA Fragmenten spezifischer DNA

Sequenzen. Basierend auf sich wiederholenden Temperaturgradienten denaturiert die

urspringliche DNA, erfolgt die Bindung von Primer an den Einzelstrang und schlief3lich die

enzymatische Replikation der DNA. Dafiir verwendet man thermostabile DNA Polymerase. Die

eingesetzten Substanzen und deren Zusammensetzung sind in Tab. 7 dargestellt. Die Reaktion

wurde am peglab Themalcycler durchgefiihrt.
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Tab. 7: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsgemisches

Substanz Volume Menge
10x CoralLoad PCR Buffer 1ul 1 x
Template 1ul 1:10
Primer Forward (10 uM) 0,2 uL 200 nM
Primer Reverse (10 uM) 0,2 uL 200 nM
dNTP (2,5 mM) 0,5 uL 125 nM
5x Q Solution 1,0 uL 2x
tag-DNA-Polymerase 0,125 pL 1U
A. dest. ad 10 pL -

Tab. 8: Temperatur-Zeit-Programm des Thermalcyclers

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94 °C 3 min 1x
Denaturierung 94 °C 30 sec

Annealing Variable 30 sec 35 x
Elongation 72 °C 30 sec

Final Elongation 72 °C 10 min 1x

2.2.8.4 Quantitative Real-time (Echt-Zeit) PCR

Die Quantifizierung der Genexpression von Zielgenen kann mittels quantitativer Real-time PCR
untersucht werden. Diese Methode basiert auf einer sequenzspezifischen Amplifikation der
cDNA in Echtzeit. Dabei verwendet man einen Farbstoff (SYBR® Green) der in doppelstrangige
DNA interkaliert. Die Intensitdt von SYBR® Green steigt nach jedem PCR Zyklus und wird im
Amplifikationblot detektiert [70]. Die Fluoreszenzintensitat der Bindung an doppelstrangige
DNA ist starker als die Bindung an einzelstrangige DNA. Spezifische Primer werden verwendet,
um gewilinschte DNA-Fragmente zu detektieren. Der Ct-Wert definiert den PCR-Zyklus, bei
dem sich das Fluoreszenzsignal vom Hintergrund abhebt.

Fiir die Durchfiihrung quantitative Real-time PCR verwendete man SYBR® Green PCR Master
Mix (2 x), 100 nM der jeweiligen Primer (reverse und forward) und 1 puL cDNA (1:10
Verdinnung) in einer Zweifachbestimmung (5 plL je Well). Eine NTC Kontrolle, welche statt

cDNA Wasser enthalt wurde verwendet, um Kontaminationen auszuschliefRen.
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Das Fast Real-Time PCR System 7900HT (Applied Biosystems) wurde nach dem
Standardtemperaturprofil verwendet, die jeweilige Annealing Temperatur wurde angepasst.
Die Auswertung der Daten erfolgte nach der 2"22¢-Methode. Die mittleren Ci-Werte der
Zweifachbestimmung wurden von den mittleren Ci-Werten des Housekeeping Gens 5S
subtrahiert (ACi-Wert). Durch erneute Subtraktion der AC--Wert unbehandelter Kontrolltiere
wurde auf die basale Expression normiert (AACi-Wert). SchlieRlich wurde durch die 244t

Berechnung die relative Genexpression ermittelt.

2.2.9 Statistische Auswertung

Excel (Microsoft Corporation, Redmond, USA) und GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, USA) wurden zur Berechnung der Daten, zum Erstellen von Diagrammen und fir
die statistische Auswertung verwendet. Durchflusszytometrische-Analysen wurden mittels
FlowJo V10 (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Zur Evaluierung signifikanter
Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurde der Student’s t-Test verwendet. p<0,05 wurde

als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss der Tregs auf den Pathomechanismus
der Pankreatitis und der damit verbunden Immunantwort.

Hierfir wurden verschiedene Pankreatitis-Modelle in C57BL/6 sowie DEREG Ma&ausen
induziert. Diese Modelle weisen zum einen Merkmale einer schweren nekrotisierenden
akuten Pankreatitis und zum anderen einer fibrotisch chronischen Pankreatitis auf. Mit Hilfe
dieser Modelle wurden sowohl die lokale als auch die systemische Immunantwort untersucht.
Dabei wurde besonders die Rolle der Tregs und deren Wirkung auf die
Makrophagen/Monozyten- sowie der T-Zell-Antwort untersucht und die dadurch entstandene

Gewebeverdanderung charakterisiert.

3.1 Anstieg der Tregs in Anzahl und ihrer suppressiven Kapazitit wahrend der
Pankreatitis
Zu Beginn der Arbeit wurde die T-Zell-Antwort wahrend der Pankreatitis im Allgemeinen
beschrieben. Dazu wurde eine partielle Gangligatur in C57BL/6 Mausen induziert. Die
Untersuchung der Immunantwort erfolgte nach 2d, 3d und 5d nach Induktion einer
schweren nekrotisierenden Pankreatitis. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde die Milz
entnommen, die Splenozyten isoliert und extrazellulire Oberflichenmarker sowie
Transkriptionsfaktoren gefarbt. Mit Hilfe einer durchflusszytometrischen Analyse wurde die
T-Zell-Antwort charakterisiert. Die Oberflachenexpression von CD25 wurde genutzt, um die T-
Zellaktivierung zu quantifizieren. Dabei wurde beobachtet, dass T-Zellen zu allen Zeitpunkten
signifikant aktiviert wurden (Abb. 3A). Des Weiteren wurde die T-Zelldifferenzierung
untersucht, indem die Transkriptionsfaktoren Tbet, Gata3 und FoxP3 gefarbt wurden. Thet ist
ein typischer Transkriptionsfaktor, der in Thl Zellen exprimiert wird. Es konnte keine
Veranderung in der Thl Immunantwort wahrend der Pankreatitis beobachtet werden (Abb.
3B). Die Analyse Gata3+ T-Zellen zeigte jedoch einen signifikanten Anstieg drei und fiinf Tage
nach der Induktion einer Pankreatitis (Abb. 3C). Zudem beobachtete man einen Anstieg von
FoxP3+/CD25+ CD4+ Zellen zu allen untersuchten Zeitpunkten (Abb. 3D). Diese Zellpopulation
bezeichnet man als Tregs. Die genaue Gatingstrategie der durchflusszytometrischen Analyse

befindet sich in Anhang 1.
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Immunfluoreszenzfarbungen von Lymphknoten zeigten, dass FoxP3+ Zellen ebenfalls CD4+
sind und in ihrer Anzahl anstiegen (Abb. 3E). Eine Ko-Farbung von FoxP3 und DAPI
verdeutlichte die intranukledre Expression von FoxP3 (Abb. 3F).

Neben einer partiellen Gangligatur wurde ein weiteres Modell genutzt, um eine akute
Pankreatitis in C57BL/6 Mausen zu induzieren. Dazu erfolgte eine stiindliche Injektion von
50 ug/kg Caerulein tGber acht Stunden. Es konnte eine Induktion von Tregs sowohl nach 3 d
Ligation als auch nach 8 h Caerulein-Injektion beobachtet werden (Abb. 3G).

Um die Funktionalitat von Tregs zu untersuchen, verwendete man einen Suppressionsassay.
Dazu wurden Tregs zusammen mit T-Effektorzellen inkubiert und schlieRlich wurde die
Proliferation von T-Effektorzellen analysiert. Um die Proliferation der T-Effektorzellen zu
quantifizieren, wurden diese Zellen zuvor mit dem CM-Dil Farbstoff gefarbt. Dieser Farbstoff
lagert sich in die Zellmembran ein und verliert nach jeder Zellteilung an Intensitat. Die
Abnahme der Fluoreszenzintensitat lasst somit Rickschlisse auf die Teilungsrate der T-
Effektorzellen zu. Es wurden sowohl Tregs von Kontrolltieren als auch von Pankreatitistieren
isoliert und mit T-Effektorzellen aus gesunden Tieren inkubiert. Man erkennt deutlich, dass
eine 1:1 Ko-Inkubation von 3 d Tregs und T-Effektorzellen in einer signifikanten Abnahme der
T-Effektorzellproliferation resultiert (Abb. 3H). Die dazu verwendet Gatingstrategie ist im

Anhang 2 dargestellt.
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Abb. 3: Im Verlauf der Pankreatitis werden Tregs aktiviert und besitzen eine hohere suppressive Aktivitat.

Eine schwere akute Pankreatitis wurde mittels partieller Gangligatur und einer zuséatzlichen Caerulein-Injektion
(50 pg/kg/Korpergewicht) 48 h nach Ligatur in C57/BL6) M3usen induziert. Die Immunantwort der Tiere wurde zu den
Zeitpunkten 2d, 3d und 5d nach Ligatur untersucht. Kontrolltiere (0d) sind unbehandelte C57BL/6) Mé&use. Die T-
Zellaktivierung von CD4+ Splenozyten wurde mit Hilfe durchflusszytometrischer Messung des Oberflaichenmarkers CD25
bestimmt. Zu allen gewdhlten Zeitpunkten nach der Gangligatur wurden T-Zellen signifikant aktiviert (A). Die T-
Zelldifferenzierung wurde durch die Transkriptionsfaktoren Tbet und Gata3 charakterisiert (B, C). Dabei konnte ein deutlicher
Anstieg von Th2-Zellen nach 3 d und 5 d beobachtet werden (C). Ebenfalls kommt es zu einem Anstieg von Tregs zu allen
Zeitpunkten nach Induktion einer Pankreatitis. Tregs wurden als FoxP3+ und CD25+ identifiziert (D). Eine Ko-Farbung von CD4

und FoxP3 im Lymphknoten bestatigte den Anstieg von Tregs 3 d nach Induktion einer Pankreatitis (E). Dabei wird der
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Transkriptionsfaktor FoxP3 intranuklear exprimiert, wie eine Immunfluoreszenzfarbung von FoxP3 und DAPI im Lymphknoten
zeigte (F). Sowohl das Modell einer schweren nekrotisierenden Pankreatitis als auch eine akute Caerulein-induzierte
Pankreatitis fihrte zu einem signifikanten Anstieg der Tregs in der Milz (G). Das Modell einer Caerulein-induzierten
Pankreatitis wurde tiber eine stiindliche Caerulein-Injektion (50 pg/kg/Korpergewicht) tber 8 h induziert. Mit Hilfe eines
Suppressionsassay wurde der Einfluss der Tregs auf die T-Effektorproliferation bestimmt. Dazu wurden Tregs von 3 d
Pankreatitistieren und Kontrolltieren (0 d) isoliert und mit T-Effektorzellen flr fiinf Tage ko-inkubiert. Zuvor wurden die T-
Effektorzellen mit dem Farbstoff CM-Dil gefarbt, der sich in die Zellmembran einlagert und dessen Intensitat nach jeder
Zellteilung abnimmt. Uber die Bestimmung der Farbintensitit wurde die Proliferation der T-Effektorzellen quantifiziert. Dabei
zeigte sich, dass Tregs von Pankreatitistieren eine hohere suppressive Kapazitat besitzen (H). Ungepaarter t-Test (zweiseitig),

Signifikanzniveau *p < 0,05.

3.2 Die Rolle der Tregs in der akuten Pankreatitis

Die Daten, die in C57/BL6J Mdausen generiert wurden, zeigten, dass Tregs im Verlauf der
Pankreatitis ansteigen und eine hohere suppressive Kapazitat besitzen. Um den genauen
Einfluss von Tregs im Verlauf der Pankreatitis zu charakterisieren, wurden fiir weitere
Untersuchungen DEREG Mause verwendet. In DEREG Mausen kdnnen Tregs gezielt depletiert
werden. DEREG Mause exprimieren auf Tregs, unter Kontrolle von Foxp3, den
Diphtheriatoxinrezeptor und kénnen somit durch Diphtherietoxin-Injektion depletiert
werden. Zudem bildet der Diphtheriatoxinrezeptor in DEREG Mausen ein Fusionsprotein mit

GFP. Dies ermoglicht zusatzlich eine Detektion von Tregs.

3.2.1 Caerulein-induzierte Pankreatitis in DEREG Mausen

In DEREG Mausen wurde mittels repetitiver Caerulein-Injektion (50 pg/kg/Kérpergewicht)
Uber 8 h eine akute Pankreatitis induziert. Tregs wurden drei und einen Tag vor der Induktion
einer Pankreatitis mittels Diphtherietoxin-Injektion (1 pg in 200 uL PBS) depletiert.
Kontrolltiere erhielten zum gleichen Zeitpunkt eine PBS-Injektion. AnschlieRend erfolgte die
Bestimmung der Immunantwort sowie die Auswirkung auf den pankreatischen Schaden.
Immunfluoreszenzfarbungen und Durchflusszytometrische-Analysen bestatigten eine
erfolgreiche Depletion von Tregs (Abb. 4A und 4B). Die Oberflichenexpression der T-
Zellaktivierungsmarker CD69 und CD25 wurde genutzt, um die Immunantwort in der Milz zu
charakterisieren. Unter Abwesenheit von Tregs kam es nach Induktion einer akuten
Pankreatitis sowohl zu einem Anstieg CD69+ T-Zellen als auch CD25+ T-Zellen im Vergleich zu
Kontrolltieren (ohne Pankreatitis). Die mit PBS behandelte Gruppe zeigte hingegen nur einen
signifikanten Anstieg der CD69+ T-Zellen unter Pankreatitis-Bedingungen (Abb. 4C). Die T-

Effektor Differenzierung wurde anhand der Transkriptionsfaktoren Thet (fir Th1-Zellen) und
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Gata3 (fiir Th2-Zellen) charakterisiert. Eine Caerulein induzierte Pankreatitis fihrte jedoch zu

keinem nennenswerten Anstieg der T-Effektor-Immunantwort (Abb. 4D).
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Abb. 4: In Abwesenheit von Tregs werden T-Zellen im akuten Pankreatitis-Mausmodell aktiviert.

Eine akute Pankreatitis wurde mittels repetitiver intraperitonealer Caerulein-Injektion (50 ug/kg/Koérpergewicht) Giber 8 h in
DEREG Mausen induziert. Tregs wurden drei Tage sowie einem Tag vor Caerulein-Injektion durch 1 pg Diphtherietoxin (DT)
Injektion depletiert. Kontrolltiere erhielten zum selben Zeitpunkt PBS. Die Aufarbeitung der Tiere erfolgte 8 h nach der ersten
Caerulein-Injektion. Immunfluoreszenzfarbungen wurden angefertigt um das Vorhandensein von Tregs im Lymphknoten zu
Uberprifen. Dabei wurden Tregs (griin) mit einem goat anti-GFP Antikorper und T-Zellen (weif) mit rat anti-CD3 gefarbt. Man
erkennt deutlich die erfolgreiche Depletion von Tregs nach DT-Injektion (A). Die Expression der Tregs in der Milz wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Tregs wurden als GFP+ CD25+ von CD4+ Zellen identifiziert. Hierbei wurde ebenfalls die
Depletion der Tregs durch DT-Injektion sichtbar (B). Die Oberflachenexpression von CD25 und CD69 wurde genutzt, um die
Anzahl der aktiven T-Zellen zu bestimmen. CD69+ Zellen stiegen sowohl in der PBS als auch in der DT-Gruppe signifikant nach

Induktion einer akuten Pankreatitis an. Dahingegen beobachtete man nur nach Treg-Depletion einen signifikanten Anstieg in
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der CD25 Expression (C). Weiterhin wurde die T-Zelldifferenzierung durch nukledre Farbung von Thet, fur Thi1-Zellen, und
Gata3, fiir Th2-Zellen, charakterisiert. In beiden Fallen fihrte eine Depletion von Tregs unter Pankreatitis-Bedingungen zu

keinem Unterschied in der T-Zell-Antwort (D). Ungepaarter t-Test (zweiseitig), Signifikanzniveau *p < 0,05.

Der Schweregrad der Pankreatitis wird anhand einer Messung der Aktivitat von Serum-
Amylase und -Lipase bestimmt. Die Abwesenheit von Tregs im akuten Pankreatitis-Modell
fihrte zu einer signifikant niedrigeren Aktivitdt von Amylase und Lipase (Abb. 5A). Die
systemische Immunantwort kann anhand der Myeloperoxidase-Aktivitat in der Lunge
bestimmt werden. Die Myeloperoxidase-Aktivitat in der Lunge stieg wahrend einer akuten
Pankreatitis an. Eine Treg-Depletion hatte jedoch keine Auswirkung auf den Aktivitats-Wert
(Abb. 5B). Der direkte lokale Schaden der Pankreatitis wurde zusatzlich durch HE Farbungen
des Pankreas veranschaulicht. Eine Depletion von Tregs flihrte vor allem zu einer Verringerung

nekrotisierender Azinuszellen im Vergleich zu mit PBS behandelten Tieren (Abb. 5C).
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Abb. 5: In Abwesenheit von Tregs sinkt der Schweregrad einer akuten Pankreatitis.
Der Einfluss von Tregs auf den Schweregrad der Pankreatitis wurde in DEREG Mé&usen analysiert. Dazu wurde eine akute
Pankreatitis mittels repetitiver intraperitonealer Caerulein-Injektion (50 ug/kg/Kérpergewicht) tGber 8 h in DEREG induziert.

Tregs wurden drei und einen Tag vor Induktion einer Pankreatitis durch Diphtherietoxin (DT)-Injektion depletiert.
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Kontrolltiere erhielten zum selben Zeitpunkt PBS. Der Schweregrad und der pankreatische Schaden der Pankreatitis wurden
anschliefend bestimmt. Die Aktivitdt der Serum-Amylase und -Lipase zeigte einen deutlichen Anstieg nach der Induktion
einer Pankreatitis. Dabei fihrte die Abwesenheit von Tregs zu einer geringeren Konzentration von Amylase und Lipase im
Vergleich zu mit PBS behandelten Tieren (A). Die systemische Immunantwort wurde anhand der Myeloperoxidase-Aktivitat
in der Lunge bestimmt. Diese Aktivitat stieg im Zuge einer akuten Pankreatitis an. Treg-depletierte Tiere zeigten jedoch, im
Vergleich zu PBS behandelten Tieren, eine dhnliche MPO-Aktivitat in der Lunge wahrend einer akuten Pankreatitis (B). HE
Farbungen veranschaulichten deutlich den pankreatischen Schaden nach Induktion einer Pankreatitis. Dabei verringert die
Depletion von Tregs das Vorhandensein nekrotisierender Azinuszellen (C). Ungepaarter t-Test (zweiseitig), Signifikanzniveau

*p < 0,05.

3.2.2 Induktion einer schweren nekrotisierende Pankreatitis durch partielle Gangligaturin

DEREG Mausen

In DEREG Mausen wurde mittels partieller Gangligatur und zusatzlicher Caerulein-Injektion
(50 pg/kg/Korpergewicht) 48 h nach Ligatur eine akute Pankreatitis induziert. Tregs wurden
drei Tage vor und am Tag der Ligatur mittels Diphtherietoxin-Injektion (1 pg in 200 pL PBS)
depletiert. Die Kontrolltiere erhielten zum gleichen Zeitpunkt eine PBS-Injektion. Drei Tage
nach Ligatur erfolgte die Aufarbeitung der Tiere und die Bestimmung der Immunantwort.
Immunfluoreszenzfarbungen von Lymphknoten wurden angefertigt, um den Erfolg der
Depletion der Tregs zu Uberprifen. Neben Tregs wurden auch CD3+ Zellen gefdrbt. Diese
Immunfluoreszenzfarbungen zeigten deutlich, dass in Diphtherietoxin behandelte Tiere
weniger Tregs vorhanden sind (Abb. 6A).

Mittels Durchflusszytometrische-Analysen der Milz wurden diese Ergebnisse bestatigt. Dazu
wurden Splenozyten isoliert und gefarbt. Die Detektion von GFP+ CD25+ CD4+ Zellen zeigte
auch hier, dass die Diphtherietoxin-Injektion Tregs erfolgreich depletierte (Abb. 6B).

Die Oberflachenexpression von CD69 und CD25 auf CD4+ Zellen wurde genutzt, um die T-
Zellaktivierung zu quantifizieren. Dabei bestimmen CD69+ Zellen eher die Aktivitat der T-
Effektorzellen und CD25 wird vor allem auf aktiven Tregs exprimiert. Der Aktivierungsmarker
CD69 wurde tendenziell vermehrt nach Treg-Depletion exprimiert. Es zeigte sich jedoch
deutlich, dass eine Depletion von Tregs die CD25 Expression senkt (Abb. 6C). Zusatzlich wurde
die T-Zelldifferenzierung in diesem Modell untersucht. Die Expression der
Transkriptionsfaktoren Thet und Gata3 wurde genutzt, um das Vorhandensein der Th1- und
Th2-Immunantwort zu analysieren. Dabei wurde in Treg-depletierten Tieren sowohl eine
hohere Tbet als auch hohere Gata3 Expression nach Induktion einer akuten Pankreatitis

beobachtet (Abb. 6D).
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Abb. 6: In der akuten Pankreatitis supprimieren Tregs die T-Effektor-lmmunantwort.

Eine schwere akute Pankreatitis wurde mittels partieller Gangligatur und anschlieRender Caerulein-Injektion
(50 pg/kg/Koérpergewicht) 48 h nach Ligatur in den DEREG Mé&usen induziert. Tregs wurden drei Tage vor und am Tag der
Ligatur durch die Injektion von 1 pg Diphtherietoxin (DT) depletiert. Kontrolltiere erhielten zum selben Zeitpunkt PBS. Die
Aufarbeitung der Tiere erfolgte 3 d nach Ligatur. Immunfluoreszenzfarbungen wurden angefertigt, um das Vorhandensein
von Tregs im Lymphknoten zu Gberpriifen. Dabei wurden Tregs (griin) mit einem goat anti-GFP Antikdrper und T-Zellen (weiR)
mit rat anti-CD3 gefarbt. Deutlich erkennbar ist die erfolgreiche Depletion von Tregs nach DT-Injektion (A). Die Expression
der Tregs in der Milz wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Tregs wurden auf GFP+ CD25+ von CD4+ Zellen gegatet.
Hierbei wurde ebenfalls die Depletion der Tregs durch DT-Injektion sichtbar (B). Die Oberflachenexpression von CD25 und
CD69 wurde genutzt, um die T-Zellaktivitdt zu bestimmen. Es zeigte sich, kein signifikanter Unterschied in der CD69
Expression, aber ein Anstieg der CD25 Expression 3 d nach Induktion einer Pankreatitis. Dabei stieg die Expression sowohl in

der PBS Gruppe als auch nach Treg-Depletion an (C). Weiterhin wurde die T-Zelldifferenzierung durch nukledre Farbung von
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Thbet, fiir Thl-Zellen, und Gata3, fir Th2-Zellen, charakterisiert. In beiden Fallen fiihrte eine Depletion von Tregs unter
Pankreatitis-Bedingungen zu einer héheren Expression von Thl- und Th2-Zellen (D). Ungepaarter t-Test (zweiseitig),

Signifikanzniveau *p < 0,05.

Der Schweregrad der Erkrankung wurde durch die Messung der Aktivitat von Amylase und
Lipase im Serum bestimmt. Nach Induktion einer akuten Pankreatitis zeigte sich deutlich, dass
die Treg-depletierten Tiere eine geringere Aktivitat von Amylase und Lipase im Serum haben
(Abb. 7A). Diese Ergebnisse wurden unterstiitzt durch die Bestimmung der Aktivitat der MPO
in der Lunge, welche eine systemische Immunantwort verdeutlicht. Es wurde eine geringere
MPO-Aktivitat in Treg-depletierten Tieren gemessen (Abb. 7B). Zusatzlich wurde der
pankreatische Schaden durch Anfertigung von HE Farbungen des Pankreas charakterisiert.
Auch hier zeigte sich, dass eine Treg-Depletion zu einem geringeren pankreatischen Schaden

mit einer geringeren Infiltration von Immunzellen fihrte (Abb. 7C).
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Abb. 7: Eine erhohte T-Effektor-lmmunantwort senkt den Schweregrad der Pankreatitis.
Der Einfluss von Tregs auf den Schweregrad der Pankreatitis wurde in DEREG Ma&usen analysiert. Dazu wurde eine akute

Pankreatitis mittels partieller Gangligatur mit zusatzlicher Caerulein-Injektion (50 pg/kg/Kérpergewicht) 48 h nach Ligatur in
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DEREG Mausen induziert. Tregs wurden drei Tage vor und am Tag der Ligatur durch Diphtherietoxin (DT)-Injektion depletiert.
Kontrolltiere erhielten zum selben Zeitpunkt PBS. Drei Tage nach Ligatur wurde der Schweregrad und der pankreatische
Schaden der Pankreatitis bestimmt. Die Bestimmung der Aktivitat der Serum Amylase und Lipase zeigte deutlich einen Anstieg
nach Induktion einer Pankreatitis. Dabei flihrte eine Depletion von Tregs zu einer geringeren Amylase- und Lipase-Aktivitat
im Vergleich zu mit PBS behandelten Tieren (A). Die systemische Immunantwort wurde anhand der Myeloperoxidase-
Aktivitat in der Lunge bestimmt. Tendenziell zeigten Treg-depletierte Tiere eine geringere MPO-Aktivitdt wahrend einer
schweren nekrotisierenden Pankreatitis (B). HE Farbungen veranschaulichten den pankreatischen Schaden nach Induktion
einer Pankreatitis. Dabei verringerte die Depletion von Tregs den pankreatischen Schaden (C). Ungepaarter t-Test (zweiseitig),

Signifikanzniveau *p < 0,05.

3.2.3 Eine liberschieBende Treg-induzierte Immunsuppression fiihrt zu einer Dysbalance

der Treg/Th17-regulierten Darmbarriere

Die bereits beschriebenen Ergebnisse zeigten deutlich, dass es in Abwesenheit von Tregs im
akuten Mausmodell zu einem geringerem pankreatischen Schaden mit weniger nekrotischem
Gewebe kommt. Durch eine Treg-induzierte systemische Hypoinflammation kann es zu einer
Dysbalance in der Treg/Th17-regulierten Darmbarriere kommen. Als Folge dessen kdonnen
kommensale Darmbakterien das Pankreas besiedeln und sich infizierte pankreatische

Nekrosen ausbilden.

Um die Rolle der Tregs in diesem Pathomechanismus genauer zu untersuchen, wurde eine
schwere nekrotisierende Pankreatitis in DEREG Ma&usen induziert (siehe 3.2.2) und die
Veranderungen im Darmepithel genauer charakterisiert. Drei Tage nach der partiellen
Gangligatur wurde das Dinndarmgewebe entnommen, flir Immunfluoreszenzfarbungen
Cryo-eingebettet sowie fiir Durchflusszytometrische-Analysen dissoziiert. DEREG Mause
deren Tregs durch Diphtherietoxin-Injektion depletiert wurden, exprimierten auch im
Dunndarm signifikant weniger Tregs (Abb. 8A). Immunfluoreszenzfarbungen von CD8a+/CD3+
intraepithelialen Lymphozyten (IEL) zeigten deutlich eine Abnahme nach Induktion einer
akuten Pankreatitis. Dabei vermindert eine Depletion von Tregs diese Reduktion (Abb. 8B).
Die T-Zelldifferenzierung zu Th17-Zellen wurde mit Hilfe nukledrer Farbung von Roryt
charakterisiert. In Abwesenheit von Tregs stieg die Th17-Immunantwort (Roryt+ IELs) an (Abb.
8C). Eine verdnderte Expression der T-Zellrezeptoren kann mit einer gestorten Darmbarriere
assoziiert sein. Die Protein-Untereinheiten der T-Zellrezeptoren (af, y6) wurden auf IELs
gefarbt und mit Hilfe von Durchflusszytometrischen-Messungen charakterisiert. Im Zuge der
Pankreatitis kam es zu einer veranderten Expression der Protein-Untereinheiten. Dabei wurde
der aB-Komplex vermehrt und der y6-Komplex geringer exprimiert. Eine Depletion von Tregs
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in diesem Zusammenhang flihrte dazu, dass diese Veranderungen abgemildert wurden. D.h.

im Vergleich zur PBS Gruppe lag der pro
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Requlatorische T-Zellen B
- *
i 100 % . 2.0 °
e
< 801 © 5151 %
O X o &
S <€ [ ) § 1.01
> v
T o 407 O ®
L~ % 0.57
5 20 o) 2 ®
w
04 0.0-
I:l 3d Pankreatitis 3d Pankreatitis
+PBS +DT
CD8a CD3 merge

3d Pankreatitis +PBS

zentuale Anteil des aB-Komplex in der DT-Gruppe

-Komplexes hoher (Abb. 8D).

CD8a+/CD3+ Intraepitheliale Lymphozyten im Diinndarmgewebe
154 ° E * 104 -
S ® ! g c 8 e
5 i R ! °
s N109 : °% 6 :
=8 1 = ! P
8o : g 4 ! 2
g + 54 | c ~ !
(50 | © 49 !
3 ! Sm 2 |
i <~ !
0- : 0- :
0d ! 3dPan. 0d | 3dPan
3d Pankreatiti 3d Pankreatiti
D od PBS od DT I:l +szan reatitis +DTan reatitis
CD8a CD3 merge

3d Pankreatitis +DT

C Thi7-Zellen D T-Zellrezeptoren
X o
+PBS +DT ° * X .
80, —X 4. ; < 80+ C— £ 80 .
(&) ' i 9 @ 0 '
b ) w ) o i
X 60 * + 60 i 7 60+ !
8 X 3 H © H
= ] g ' a :
S <40 S O 40+ ' 3 404 !
= & 5 : = :
S 20 = = 201 : > 20 |
1 + 1
2 Q | [7e) 1
o S o : g ol '
= od | 3dPan. & od ' 3dPan.
3d Pankreatitis 3d Pankreatitis TCR-aff 3d Pankreatitis 3d Pankreatitis
I:l +PBS +DT D 0d PBS 0d DT |:| +PBS +DT

E Proteine der Darmbarriere

50 107 —* 207
< 3 % 3
340 S 81 H 3 151
$ 30 36 &
o 61
s @ 5 101
O 20 2 44 [®]
e (] ]
S 10 =y S >
i 2l mlgl °
0 0 ,# 0 -
I:l 3d Pankreatitis 3d Pankreatitis
+PBS +DT

F Bestandteile der Tight Junctions

* *

=
o
s

s

(o]
L

L

(o)}
1

H
1

L

N
1

L

Fold Change Occludin
(9]
Fold Change Claudin1

o B, N W B~ U0
L

o
L

L

Abb. 8: Eine Dysbalance der Treg/Th17-Immunantwort im Diinndarm fiihrt zur einer gestorten Darmbarriere.

Eine schwere akute Pankreatitis wurde mittels

partieller Gangligatur und anschlieBender Caerulein-Injektion

(50 pg/kg/Koérpergewicht) 48 h nach Ligatur in den DEREG M3usen induziert. Tregs wurden drei Tage vor und am Tag der
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Ligatur durch die Injektion von 1 pg Diphtherietoxin (DT) depletiert. Kontrolltiere erhielten unter den gleichen Bedingungen
PBS. Die Aufarbeitung der Tiere erfolgte 3 d nach Ligatur. Das Dinndarmgewebe wurde entnommen und die intraepithelialen
Lymphozyten (IEL) isoliert. Durchflusszytometrische-Analysen der IEL sowie Genexpressionsanalysen des Dinndarmgewebes
zeigten eine signifikante Abnahme der regulatorischen T-Zellen (Tregs) nach DT-Injektion (A). Immunfluoreszenzfarbungen
wurde vom Diinndarmgewebe angefertigt. Dabei wurden CD8a+ Zellen (rot) mit CD3+ Zellen (cyan) gefarbt.
Quantifizierungen der positiven Zellen innerhalb einzelner Dinndarmzotten zeigten eine starke Abnahme der CD8a+ Zellen
sowie der CD3+ Zellen im Verlauf der Pankreatitis in Anwesenheit von Tregs (B). Die T-Zelldifferenzierung wurde durch
nukledre Farbung von Roryt fiir Th17-Zellen charakterisiert. Eine Depletion von Tregs fiihrte zu einem Anstieg der Roryt+ IELs
(C). Weiterhin wurden die Protein-Untereinheiten des T-Zell Rezeptors aPf sowie y& auf den IELs geférbt.
Durchflusszytometrische Messungen verdeutlichten eine Zunahme der aff Untereinheit unter gleichzeitiger Abnahme der y6
Untereinheit im Zuge der Pankreatitis. In Anwesenheit von Tregs lag diese Veranderung im Vergleich zur DT-Gruppe
signifikant hoher (D). Untersuchungen zur Darmbarriere wurden mit Hilfe von Genexpressionsanalysen durchgefiihrt. IgA,
Defensin5 und Lysozym wurden in Abwesenheit von Tregs hoher exprimiert (E). Das gleiche wurde fiir die Genexpression von

Occuldin und Claudin beobachtet (F). Ungepaarter t-Test (zweiseitig), Signifikanzniveau *p < 0,05.

Um die Funktionalitit der Darmbarriere genauer zu untersuchen, wurden
Genexpressionsanalysen von Proteinen, die flir eine Aufrechterhaltung der Darmbarriere
sorgen, durchgefiihrt. IgA, Defensine, sowie Lysozym wurden auf Transkriptom Ebene unter
Abwesenheit von Tregs signifikant hoher exprimiert (Abb. 8E). Das gleiche beobachteten wir
fiir die Bestandteile der Tight Junctions. Die Genexpression von Occuldin und Claudin lag in

der DT-Gruppe signifikant hoher als in der PBS Gruppe (Abb. 8F).

Zusammengefasst zeigen die Versuche zur Rolle der Tregs im Verlauf der akuten Pankreatitis
einen deutlichen Einfluss der Treg-vermittelten Immunsuppression auf den Schweregrad der
Erkrankung. Wir konnten zeigen, dass Tregs nicht nur in ihrer Anzahl zunehmen, sondern dass
auch ihre suppressive Fahigkeit steigt. In beiden Tiermodellen der akuten Pankreatitis konnten
wir einen erhohten Anteil an T-Effektorzellen nach der Depletion der Foxp3+/CD25+ Tregs
beobachten. Zudem zeigten Untersuchungen zum Schweregrad der Pankreatitis, dass unter
Abwesenheit von Foxp3+/CD25+ Tregs der lokale pankreatische Schaden sinkt. In diesem
Zusammenhang beobachteten wir das eine UberschieBende Treg-induzierte
Hypoinflammation zu einer Dysbalance in der Treg/Th17-regulierten Darmbarriere kommt.
Dies ermoglicht kommensalen Darmbakterien eine Besiedlung des Pankreasgewebes. Die

daraus mogliche Ausbildung infizierter Nekrosen bestimmen den Krankheitsverlauf stark.
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3.3 Die Rolle der Tregs in der chronischen Pankreatitis

Es konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass Tregs ein Einfluss auf den Verlauf der
akuten Pankreatitis haben. Dabei konnten wir insbesondere eine gesteigerte Th2 Antwort
beobachten. Daraus lasst sich schlielen, dass Tregs eventuell auch den Verlauf einer
chronischen Pankreatitis beeinflussen.

Die chronische Pankreatitis ist charakterisiert durch sich wiederholende Episoden akuter
Pankreatitisschilbe. Zur Charakterisierung dieses Einflusses wurde eine chronische
Pankreatitis in DEREG Mad&usen mittels repetitiver i.p. Caerulein-Injektion (50ug/kg
Korpergewicht) sechs Mal am Tag, drei Tage die Woche und Uber einen Zeitraum von vier
Wochen induziert. Dabei wurden Tregs jeweils eine Stunde vor der ersten Caerulein-Injektion
durch i.p. Injektion von Diphtherietoxin (1 pgin 200 uL PBS) depletiert. Kontrolltiere erhielten

stattdessen eine PBS-Injektion.

3.3.1 Tregs supprimieren eine Th2-Immunantwort

Mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen der Lymphknoten und durchflusszytometrischen
Analysen der Milz wurden GFP+ T-Zellen gefarbt. Beide Methoden bestdtigen eine
erfolgreiche Depletion von Tregs Uber den gesamten Versuchszeitraum (Abb. 9A und 9B).
Weiterhin wurde die T-Zelldifferenzierung untersucht. Es zeigte sich deutlich, dass eine
Depletion von Tregs im chronischen Modell keinen Einfluss auf Tbet+ Th1-Zellen hat. Jedoch
werden Gata3+ Th2-Zellen signifikant induziert (Abb. 9C). Ebenfalls konnten wir zeigen, dass
proinflammatorische Zytokine wie IL6 und TNFa keinen signifikanten Unterschied in der
Expression zwischen der DT- und PBS- behandelten Gruppe zeigten (Abb. 9D). Wohingegen
Th2 typische Zytokine, wie IL4 und IL10, ansteigen (Abb. 9E).
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Abb. 9: Die Th2-lImmunantwort wird wahrend der chronischen Pankreatitis von Tregs reguliert.

Eine chronische Pankreatitis wurde durch repetitive intraperitoneale Caerulein-Injektion (50ug/kg Kérpergewicht) sechs Mal
am Tag, drei Tage die Woche und Uber vier Wochen in DEREG Mausen induziert. Tregs wurden durch Injektion von 1 ug
Diphtherietoxin (DT) eine Stunde vor Caerulein-Gabe depletiert. Kontrolltiere erhielten zum selben Zeitpunkt PBS. Fir
Immunfluoreszenzfarbungen wurden Tregs (griin) mit einem goat anti-GFP Antikorper und T-Zellen (weiB) mit rat anti-CD3
im Lymphknoten gefarbt. Detektiert wurde eine erfolgreiche Depletion von Tregs nach DT-Injektion Uber den gesamten
Versuchszeitraum (A). Auch durchflusszytometrische Farbungen von GFP+ CD25+ CD4+ Zellen in der Milz verdeutlichten eine
signifikante Abnahme der Tregs nach DT-Injektion (B). Weiterhin wurde die T-Zelldifferenzierung anhand der Thet+ und
Gata3+ CD4 in der Milz charakterisiert. Es zeigte sich kein Unterschied in der Th1l Immunantwort (C). Jedoch wurden unter
Abwesenheit von Tregs wahrend der chronischen Pankreatitis eine Zunahme der Gata3+ Th2-Zellen beobachtet (C).
Proinflammatorische Zytokine (IL6 und TNFa) wurden im Serum gemessen und zeigten ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied in Abwesenheit von Tregs (D). Die Th2 Zytokine IL4 und IL10 hingegen weisen in den Treg-depletierten Gruppen
einen signifikant héheren Wert auf als in den Kontrollgruppen (E). Ungepaarter t-Test (zweiseitig), Signifikanzniveau

*p <0,05.
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3.3.2 Die Th2-Immunantwort beeinflusst die Makrophagendifferenzierung

Th2-Zellen induzieren tber die Sekretion von IL4 und IL10 die Polarisierung von Makrophagen
hin zu einem alternativ aktivierten, antiinflammatorischen Phanotyp. Es konnte mittels
durchflusszytometrischer Analysen der Milz gezeigt werden, dass die Anzahl CD206+
Makrophagen nach Depletion von Tregs wahrend einer chronischen Pankreatitis anstieg (Abb.
10A). Die entsprechende Gatingstrategie zur Bestimmung der Makrophagenpolarisation ist im
Anhang 3 dargestellt. Immunfluoreszenzfarbungen des Pankreas zeigten auch hier eine starke
Infiltration von CD206+ Makrophagen (Abb. 10B). Bestatigt wurden diese Ergebnisse durch
Genexpressionsanalysen der Makrophagenmakern (Mrcl und YM1), die typisch fiir alternativ
aktivierende Makrophagen sind (Abb. 10C). Auch das antiinflammatorische Zytokin IL10 zeigte
eine hohere mRNA-Expression (Abb. 10D). Dahingegen konnte kein Unterschied in der

Genexpression des proinflammatorischen Zytokins IL1B im Pankreas festgestellt werden (Abb.

10D).
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Abb. 10: Die Th2-Immunantwort induziert antiinflammatorische Makrophagen.

Die Makrophagendifferenzierung wurde in DEREG Mdausen in der chronischen Pankreatitis charakterisiert. CD11b+ Zellen der
Milz wurden durchflusszytometrisch auf die Expression des Oberflichenmarkers CD206 untersucht. Es zeigte sich eine
signifikant hohere Expression nach Depletion von Tregs wahrend einer chronischen Pankreatitis (A).
Immunfluoreszenzfarbungen des Pankreas zeigten ebenfalls einen Anstieg CD206+ Makrophagen in Abwesenheit von Tregs
(B). Genexpression Analysen der Makrophagenmarker Mrcl und YM1 im Pankreas bestdtigen die hohere Expression von
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antiinflammatorischen Makrophagen nach Depletion von Tregs (C). IL10 als antiinflammatorisches Makrophagenzytokin
wurde auf die mRNA-Expression im Pankreas untersucht und zeigte einen signifikant hoheren Wert in Abwesenheit von Tregs
wdhrend einer chronischen Pankreatitis (D). Dahingegen wurde die Expression des proinflammatorischen Zytokins IL1B kaum

beeinflusst (D). Ungepaarter t-Test (zweiseitig), Signifikanzniveau *p < 0,05.

3.3.3 Die pankreatische Fibrose und der Verlust der Azinuszellen wird von

antiinflammatorischen Makrophagen und pankreatischen Sternzellen moduliert

Die bisher vorgestellten Daten zeigten, dass eine Depletion von Tregs im chronischen
Pankreatitis-Modell die Immunreaktion in Richtung einer Typ2-Immunantwort drickt. Im
Folgenden sollte die Auswirkung dieser Immunantwort auf die lokale
Gewebezusammensetzung im Pankreas untersucht werden.

Pankreatische Sternzellen, die Bindegewebszellen des Pankreas, exprimieren nach Aktivierung
das Protein aSMA und konnen Kollagenfasern synthetisieren. Die relative Genexpression
wurde flir aSMA und Kollagen im Pankreasgewebe bestimmt. Beide Gene wurden im
chronischen Pankreatitis-Mausmodell unter Abwesenheit von Treg starker exprimiert (Abb.
11A). Auch Immunfluoreszenzfarbungen zeigten eine starkere Expression von aSMA und
Kollagen im Pankreas (Abb. 11B). Anhand von Masson-Goldner- sowie Azan-Farbungen wurde
die Flache von fibrotischem Gewebe und Azinuszellen quantifiziert. Die Depletion von Tregs
verstarkte wahrend einer chronischen Pankreatitis die Fibrosierung des Organs und fiihrte
gleichzeitig zu einer Abnahme exokriner Azinuszellen (Abb. 11C). Reprasentative
Beispielbilder der Masson-Goldner- und Azan-Farbung veranschaulichen die lokale
pankreatische Gewebeveranderung. Hier zeigte sich auch deutlich mehr fibrotisches Gewebe
(Masson-Goldner: griin; Azan: blau) und der Verlust von Azinuszellen in Tieren, deren Tregs
depletiert wurden (Abb. 11D). Zuséatzlich wurde eine Immunfluoreszenzfarbung angewendet,
um den Verlust von Azinuszellen zu bestatigen. Hierfir wurden CK19+ Zellen und Amylase ko-
gefarbt. CK19 zeigte in der depletierten Gruppe eine tendenziell h6here Expression, wobei die
Amylase der Azinuszellen signifikant geringer exprimiert wurde (Abb. 11E). Der
Proliferationsmarker Ki-67 wurde in Ko-Immunfluoreszenzfarbungen mit Amylase genutzt, um
die Proliferation von Azinuszellen zu veranschaulichen und zu quantifizieren. In Abwesenheit
von Tregs kam es im chronischen Pankreatitis-Mausmodell zu einer signifikant geringeren Ki-
67 Expression im Pankreas (Abb. 11F). Schliefllich wurde die Genexpression der Azinus-

Proteasen Amylase und Trypsinogen im Pankreas quantifiziert. Die Gene beider Enzyme
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wurden im chronischen Pankreatitis-Modell unter Abwesenheit von Tregs geringer exprimiert

(Abb. 11G).

v

4w Cae +PBS 4w Cae +DT

=
)
=
Q
)

a SMA gen
150 1

*

[

(8]
)

[

o
L
(¢S]

100 A °

a-SMA (FITC)
CD206 (Cy3)

6]
1

relative aSMA
(9]
o

mRNA-Expression
realtive Col3a1
mRNA-Expression

L&

[Jaw cae +PBS [ ] 4w Cae +DT

o
L

Kollagen (FITC)
CD206 (Cy3)

O

C Fibrose- und Azinus-Fléche

%
159 ——
40+
x * ® %0 ;
£ £ 2
230 o 2104 g
@ D
201 © s o
wv
: 10 £ °] K
s 107 ‘N
i < ;
0- 0- 3
[Jaw cae +PBS [ ] 4w Cae +DT

Funktionsverlust des exokrines Gewebe 4w Cae +PBS 4w Cae +DT

(o]
J
[any
wv
J

[e)]
1

Ck19+ Flache in %
o N IN
)
@ O
Amylase+ Fliche in %
o 4]
@
Ki67 (Cyan)
Amylase (Cy3)

[any
o
1

o
Ck19 (FITC)
Amylase (Cy3)

[Jaw cae +PBS []4w Cae +DT

F G

Marker fiir Zellproliferation Amylase Trypsinogen
_*
15 * 2,51 " 44 °
3 e c
< o < 52,01 S
nw o (S, g ’ ' > 5 37
5510 & o S8151 © s §
% N < £ o) = "? 21 ©
S+ 21,09 < ®
S 51 5 < = Z
- £ Z € 14
> g £057 2
0- 0 - 0-

|:|4w Cae +PBS E] 4w Cae +DT

Abb. 11: Die pankreatische Gewebeveranderung wird durch Aktivierung pankreatischer Sternzellen bestimmt.
Basierend auf den Daten zur Makrophagendifferenzierung wurde im Anschluss die Auswirkung auf die lokale

Gewebeveranderung im chronischen Mausmodell unter Abwesenheit von Tregs in DEREG Mausen untersucht. Die
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Genexpression von aSMA und Kollagen wurde im Pankreas bestimmt und lag in den Treg-depletierten Tieren signifikant hoher
als in der Kontrollgruppe (A). Immunfluoreszenzfarbungen wurden genutzt, um die Expression von aSMA und Kollagen zu
veranschaulichen. Dafir wurden aSMA und Kollagen (griin) jeweils mit CD206+ Makrophagen (rot) im Pankreas ko-gefarbt
(B). Anhand von Farbungen wurden das fibrotische Gewebe sowie die Azinuszellen quantifiziert. Eine Depletion von Tregs
flhrte im chronischen Pankreatitis-Modell zu einem Anstieg der Fibrose bei gleichzeitiger Abnahme der Azinuszellen (C).
Masson-Goldner- und Azan-Farbungen wurden vom Pankreas angefertigt um die pankreatische Gewebeveranderung zu
veranschaulichen und zu quantifizieren (D). Der Funktionsverlust von exokrinem Gewebe wurde anhand von
Immunfluoreszenzfarbungen von CK19 (griin) und Amylase (rot) gezeigt sowie quantifiziert. Dabei kam es zu Zunahme von
CK19+ Zellen unter gleichzeitiger Abnahme von Amylase im Pankreas (E). Die Azinus-Proliferation wurde anhand des
Proliferationsmarkers Ki-67 gezeigt und quantifiziert. Dazu wurden Immunfluoreszenzfarbungen von Ki67 (cyan) sowie
Amylase (rot)s als Ko-Farbung angefertigt. Die Abwesenheit von Tregs verringert dabei die Proliferation von Azinuszellen im
chronischen Pankreatitis Mausmodells (F). Weiterhin wurde die relative Genexpression der pankreatischen Proteasen
Amylase und Trypsinogen im Pankreas bestimmt. Eine Depletion von Tregs wahrend der chronischen Pankreatitis zeigte auch

hier einen starken Funktionsverlust von exokrinem Gewebe (F). Ungepaarter t-Test (zweiseitig), Signifikanzniveau *p < 0,05.

Um die Auswirkungen dieser Gewebeverdanderungen auf dem Organismus Maus zu
untersuchen, wurde wahrend des gesamten Versuchszeitraums das Kérpergewicht der Tiere
gemessen. In Abb. 12A wurde der prozentuale Gewichtsverlust dargestellt. Es zeigte sich
deutlich, dass DEREG Mause, deren Tregs depletiert wurden, nach 14 Tagen signifikant mehr
Gewicht verloren, im Vergleich zu mit PBS behandelten DEREG Mausen. Die systemische
Aktivierung der Immunantwort wurde weiterhin anhand der Bestimmung der
Myeloperoxidase-Bestimmung der Lunge charakterisiert. Dabei lag die Aktivitat dieses

Enzymes in der DT-behandelten Gruppe hoéher (Abb. 12B).
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Abb. 12: Die pankreatische Gewebeveridnderung beeinflusst den Schweregrad der chronischen Pankreatitis.

Im chronischen Mausmodell der DEREG Mause wurde der Schweregrad der Pankreatitis charakterisiert. Dazu wurde tber
den gesamten Versuchszeitraum regelmaRig das Kérpergewicht der Tiere bestimmt und die relative Gewichtsverdanderung
aufgetragen. Nach 14 Tagen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen DEREG Mé&usen die mit DT behandelt wurden
im Vergleich zu mit PBS behandelten (WT: C57BL/6 Mause) (A). Weiterhin wurde die Myeloperoxidase-Aktivitat in der Lunge
bestimmt. Diese lag in der DT-behandelten Gruppe signifikant héher (B). Ungepaarter t-Test (zweiseitig), Signifikanzniveau

*p < 0,05.
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3.3.4 Die Beteiligung der Tregs am pankreatischen Remodeling-Prozess

SchlieBlich wurde der Einfluss der starken Gewebeveranderung auf die Expression typischer
Wachstumsfaktoren und derer Mediatoren analysiert.

Wie bisher in der Arbeit beschrieben kommt es unter Abwesenheit von Tregs wahrend einer
chronischen Pankreatitis zu einer starken Induktion der Typ2-Immunantwort, vermittelt durch
Th2-Zellen und alternativ aktivierte Makrophagen. Es kommt zur Aktivierung von PSC sowie
einer exzessiven Bildung von fibrotischem Gewebe. Genexpressionsanalysen des FGF (engl.
fibroblast growth factor) im Pankreas zeigten eine hohere Expression dieses
Wachstumsfaktors unter Abwesenheit von Tregs (Abb. 14A). Der dazugehorige Rezeptor
(FGFR) wurde im Pankreasgewebe mit aSMA ko-gefarbt. Auch hier zeigte sich deutliche eine
hohere Expression dieses Rezeptors, sowie eine Ko-Lokalisation von FGFR mit aSMA (Abb.
14B).

Eine weitere Gruppe von Wachstumsfaktoren ist die Activin/Inhibin-Familie. Die einzelnen
Faktoren dieser Gruppe sind aus einem Dimer von Inhibin-Ketten in verschiedener
Zusammensetzung aufgebaut. Die hauptsachlichen Ketten sind Inhibin a und Inhibin BA.
Deren relative mRNA-Expression wurde mittels qRT-PCR im Pankreasgewebe quantifiziert. Die
Expression der Inhibin a-Kette zeigte keinen Unterschied, wohingegen die Expression der
Inhibin BA in der Treg-depletierten Gruppe anstieg (Abb. 14C). Follistatin gehort als
Gegenregulator ebenfalls zu dieser Gruppe. Follistatin zeigte in der DT-behandelten Gruppe
eine signifikant geringere Genexpression im Pankreasgewebe. Die Wachstumsfaktoren der
Activin/Inhibin-Familie geh6éren zur TGFB-Familie. Die Expression des Zytokins TGFB wurde
ebenfalls im Pankreas quantifiziert. Unter Abwesenheit von Tregs kam es zu einem
signifikanten Anstieg dieses Wachstumsfaktors (Abb. 14C). Immunfluoreszenzfarbungen von
Inhibin BA, Kollagen und CD206+ Makrophagen veranschaulichen das Zusammenspiel von
Wachstumsfaktoren und Immunzellen. Es wird deutlich, dass CD206+ Zellen die Inhibin BA-

Kette ko-lokalisieren (Abb. 14D).
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Abb. 13: Tregs regulieren die Aktivierung von Wachstumsfaktoren.

Die lokale Aktivierung bzw. Expression von Wachstumsfaktoren wurde anhand von Immunfluoreszenzfarbungen und
Genexpressionsanalysen bestimmt. Die mRNA-Expression von FGF (fibroblast growth factor) stieg im pankreatischen Gewebe
in Abwesenheit von Tregs im chronischen Pankreatitis-Modell an (A). In Immunfluoreszenzfarbungen zeigte sich ebenfalls
eine hohere Expression des FGFR (fibroblast growth factor receptor). Dabei wurde dieser Rezeptor z.T. auf aSMA+ PSCs
(pancreatic stellate cells) exprimiert (B). Untersuchungen zur Aktivierung der Activin/Inhibin-Familie zeigten, dass in
Abwesenheit von Tregs die Expression der Inhibin BA-Kette ansteigt, wohingegen sich die Expression der Inhibina Kette nicht
veranderte. Gleichzeitig wurde eine Reduktion in der Expression des Gegenregulators Follistatin in der DT depletierten
Gruppe im chronischen Pankreatitis-Modell beobachtet (C). Die pankreatische TGFP Expression wurde unter Abwesenheit
von Tregs induziert (C). Immunfluoreszenzfarbungen veranschaulichten die Expression von InhibinBA im Zusammenspiel mit
Kollagen und CD206+ Makrophagen. In diesem Zusammenhang zeigte sich auch eine Ko-Lokalisation von CD206+

Makrophagen und der Inhibin BA-Kette (D).
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ILCs sind Zellen des angeboren Immunsystem. Zusammen mit ihrem freigesetzten
Wachstumsfaktor Amphiregulin  sind diese Zellen an Entziindungsreaktion mit
anschlieRendem Regenerationsprozessen beteiligt. Durchflusszytometrische-Analysen
zeigten, dass Gata3+ ILCs in der Milz unter Abwesenheit von Tregs im chronischen
Pankreatitis-Modell induziert werden (Abb. 14A). Die Gatingstrategie der ILCs befindet sich im
Anhang 4. Bcl11b ist ein typischer Marker fiir ILCs vom Typ2. Die relative Bcl11lb Expression im
Pankreas stieg unter Depletion von Tregs an (Abb. 14B). Genexpressionsanalysen zeigten, dass
auch Amphiregulin in der DT-Gruppe im Pankreas hoher exprimiert wird (Abb. 14C). CD90+
ILC (grin) wurden mit Amphiregulin (rot) ko-gefarbt, um deren Expression im
Pankreasgewebe zu veranschaulichen. Hierbei zeigte sich eine Ko-Lokalisation beider Maker,
sowie ein Anstieg sowohl von CD90+ Zellen als auch Amphiregulin unter Abwesenheit von Treg

im chronischen Pankreatitis-Modell (Abb. 14D).
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Abb. 14: Tregs regulieren ILCs vom Typ 2.

ILCs (innate lymphoid cells) vom Typ 2 (Gata3+ ILCs) wurden in der Milz unter Abwesenheit von Tregs im chronischen
Pankreatitis-Modell induziert (A). Genexpressionsanalysen des Pankreas zeigten eine hohere BCL11b Expression in der Treg-
depletierten Gruppe (B). Der Wachstumsfaktor Amphiregulin, der von ILCs freigesetzt wird, zeigte ebenfalls eine héhere

Expression in DT-behandelten DEREG Mausen im chronischen Modell (C). Immunfluoreszenzfarbungen von CD90+ ILCS (griin)

57



Ergebnisse

sowie des Wachstumsfaktors Amphiregulin (rot) veranschaulichten eine Ko-Lokalisation im Pankreasgewebe (D).

Ungepaarter t-Test (zweiseitig), Signifikanzniveau *p < 0,05.

Zusammenfassend kann man fiir die chronische Pankreatitis sagen, dass im Verlauf dieser
Erkrankung Tregs vor allem die Typ2-Immunantwort supprimieren. Insbesondere die
Regulation alternativ aktivierter Makrophagen scheint fiir die Aktivierung von PSCs eine
wichtige Rolle zu spielen. In Abwesenheit von Tregs wurde eine signifikante Aktivierung von
PSCs, eine exzessive Kollagenbildung, sowie eine unkontrollierte Aktivierung von

Wachstumsfaktoren beobachtet.
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4 Diskussion

Die Pankreatitis ist eine gastrointestinale Erkrankung, die durch eine starke lokale und
systemische Immunreaktion charakterisiert ist. Der zugrunde liegende Pathomechanismus
wurde bisher nicht vollstandig aufgeklart. Es konnte bislang gezeigt werden, dass das
Immunsystem, insbesondere Zellen des angeborenen Immunsystems, eine wichtige Rolle
spielt, indem es den lokalen Gewebeschaden beeinflusst. Die Bedeutung der Zellen des
adaptiven Immunsystems im Verlauf der Pankreatitis wurden bisher wenig untersucht. Das
Zusammenspiel der Makrophagendifferenzierung und der T-Zell Antwort, im speziellen die
Rolle der regulatorischen T-Zellen, sollte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von
Mausmodellen der akuten sowie der chronischen Pankreatitis untersucht werden. Anhand
dieser Daten wurde weiterhin untersucht, ob eine therapeutische Steuerung der

Immunantwort den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kann.

4.1 Charakterisierung der T-Zell Antwort

Im Zuge der akuten Pankreatitis kommt es zu einer Aktivierung des Immunsystems. Das
Ausmall dieser Immunantwort wird durch den pankreatischen Schaden bestimmt,
andersherum wird der Schweregrad der Pankreatitis auch durch die Intensitat der
Immunantwort beeinflusst. Zerstorte Azinuszellen setzen Zytokine, Chemokine sowie DAMPs
frei und induzieren somit die Rekrutierung und auch Aktivierung von Leukozyten. Hemmt man
diese Infiltration, fUhrt dies zu einer reduzierten intrazellularen Protease-Aktivitat, einer
geringerer Inflammation und mildert letztendlich den Krankheitsverlauf [8]. Hauptséachlich
infiltrieren Zellen des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen/Monozyten und
Neutrophile das geschadigte Organ. Dagegen findet keine Infiltration von T-Lymphozyten in
das Pankreasgewebe findet statt [40]. Allerdings zeigten Untersuchungen an T-Zell-deletierten
Nacktmausen sowie Versuche mit CD4-depletierende Antikorper, dass T-Zellen einen direkten
Einfluss auf den Schweregrad der Pankreatitis haben [35, 40].

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass T-Zellen in der Milz nach Induktion einer
schweren nekrotisierenden Pankreatitis im Mausmodell aktiviert werden. Dabei werden
insbesondere Th2-Zellen induziert (Abb. 3A und 3C). Diese Daten verdeutlichen, dass es im

Zuge einer Pankreatitis zu einer systemischen Aktivierung von T-Zellen kommt [45].
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Die initiale Freisetzung proinflammatorischer Zytokine kann zu einem systemischen Schock
mit Multiorganversagen fiihren (SIRS). Diese Hyperinflammation wird durch eine
antiinflammatorische Immunantwort (CARS) limitiert [22]. Dabei wurde gezeigt, dass beide
Vorgange parallel verlaufen [45]. Hauptregulator fiir eine Immunsuppression sind die Tregs.
Diese Zellen des adaptiven Immunsystems werden schon sehr friih nach Induktion einer
Pankreatitis aktiviert (Abb. 3G). Zudem wurde mit Hilfe eines Suppressionsassays gezeigt, dass
diese aktivierten Tregs die Proliferation von T-Effektorzellen stark hemmen kénnen (Abb. 3H).
Die erhohte Treg-Aktivitat und gesteigerte suppressive Kapazitdt wurde bereits fir die
Pathomechanismen der Sepsis, Trauma und Brandwunden beschrieben [71-73].

Weiterhin wurden Tregs von Pankreatitis-Mdausen isoliert und deren Transkriptom-Profil
bestimmt (Anhang 5). In Tregs werden wahrend einer Pankreatitis verschiedene Gene
induziert, u.a. Gene antiinflammatorische Zytokine. Dies lasst darauf schlieSen, dass aufgrund

der Induktion verschiedener Gene die suppressive Aktivitat der Tregs gesteigert wird.

4.2 Tregs supprimieren die T-Effektor-Immunantwort und beeinflussen den
Schweregrad der akuten Pankreatitis

Tregs kontrollieren nicht nur autoreaktive T-Zellen und sorgen somit fiir die Aufrechterhaltung
der Selbsttoleranz, sondern limitieren auch andere exzessive Immunantworten, um einer
Autoimmunitat vorzubeugen. Neben Autoimmunkrankheiten wurde auch fir Allergien,
Tumorentwicklung und Transplantationen der Einfluss von Tregs beschrieben. Dabei kann
dieser Einfluss auf pathologische Prozesse zum einen vorteilhaft aber auch schadlich sein [74].
Die Bedeutung der Tregs fiir den Pathomechanismus der Pankreatitis wurde bisher kaum
untersucht. Eigene bereits publizierte Daten [45] sowie eine Studie indem Tregs als Biomarker
fiir den Schweregrad der Pankreatitis analysiert wurden [75], deuten auf eine wichtige Rolle
hin. Die suppressive Wirkung von Tregs sollte in dieser Arbeit mittels gezielter Depletion aller
FoxP3+ Zellen im Pankreatitis-Mausmodell untersucht werden. Dazu verwendeten wir das
DEREG Mausmodell, welches von Lahl et al. entwickelt wurde [68].

Tregs wurden in DEREG Mausen durch DT-Injektion depletiert. Diese Depletion fuhrt zur
Apoptose von FoxP3+ (GFP+)/CD25+ Zellen (Abb. 4A, Abb. 6A). Gleichzeitig kommt es zu einer
hoheren Expression der T-Effektormarker Thet und GATA3. Dieser prozentuale Anstieg ist das

Resultat einer vollstandigen Depletion einer T-Zell Population (Abb. 4D).
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Um die Bedeutung der Tregs in der akuten Pankreatitis genauer zu untersuchen, haben wir
Tregs wahrend einer milden Pankreatitis (8 h Caerulein-Injektion) und schweren
nekrotisierenden Pankreatitis (partielle Gangligatur, 3 d) depletiert. In beiden Modellen
kommt es trotz Depletion von Tregs zu einer gesteigerten Expression von T-
Zellaktivierungsmarkern (CD69, CD25) (Abb. 4C, Abb. 6C). Diese Aktivierung der T-Zellen wird
auch bei mit PBS behandelten Tieren unter Pankreatitis-Bedingungen beobachtet.

Wie zuvor beschrieben fiihrt allein eine Depletion der Tregs in gesunden Tieren zu einem
prozentualen Anstieg der T-Effektorpopulationen. Aufgrund der Verschiebung innerhalb der
T-Effektorpopulationen werden Unterschiede in der Th-Immunantwort in der PBS- und DT-
Gruppe getrennt analysiert. Das milde Pankreatitis-Modell zeigt kaum einer Veranderung der
T-Effektor-Immunantwort (Abb. 4D). Jedoch wird nach Induktion einer schweren
nekrotisierenden Pankreatitis deutlich, dass es in Abwesenheit von Tregs zu einem
signifikanten Anstieg der Th1- und Th2- Marker (Tbet und Gata3) im Vergleich zu gesunden
Tieren (ohne Pankreatitis) kommt (Abb. 6D).

Tregs scheinen nicht nur einen Einfluss auf die systemische Immunreaktion zu haben, sondern
auch den direkten Schaden einer Pankreatitis zu beeinflussen. Die Aktivitat von Amylase und
Lipase im Serum, MPO in der Lunge sowie die histologischen Untersuchungen des Pankreas
zeigen eine Verringerung des Schweregrades der Pankreatitis in Abwesenheit von Tregs in
beiden Pankreatitis-Modellen (Abb. 5, Abb. 7). Dabei hat die DT-Injektion keinen Einfluss, da
die jeweiligen Kontrollen (ohne Pankreatitis) ein dhnliches Niveau zeigen. Es wird deutlich,
dass nicht nur, wie lange angenommen, die proinflammatorische Immunreaktion den
Schweregrad der Pankreatitis bestimmt, sondern auch die antiinflammatorische, Treg-
induzierte Immunantwort [40, 45]. Die proinflammatorische Immunantwort der Pankreatitis
ist hauptsachlich durch Zellen des angeborenen Immunsystems, welche das zerstorte
Pankreasgewebe infiltrieren, charakterisiert [8]. Im Gegensatz dazu beobachtet man die
antiinflammatorische Immunantwort eher in lymphoiden Organen [45]. Eine iberschieRende
Pro-Inflammation wird durch erhéhte Induktion von Tregs unterdriickt. Diese tGberschiefende
Reaktion kann wiederum zu einer Hypoinflammation als Folge eines CARS fiihren. Im Zuge der
Pankreatitis beobachten wir nicht nur eine starke Aktivierung von Tregs, sondern auch eine
erhohte suppressive Fahigkeit dieser Zellen. Eine systemische Hypoinflammation kann zu
einer Beeintrachtigung der Treg/Th17-regulierten Balance der Darmbarriere fiihren [76]. In

Abwesenheit von Tregs kommt es wdhrend einer akuten Pankreatitis im intestinalen
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Immunsystems zu einem Anstieg von Roryt+ Th17-Zellen. Diese Zellen produzieren das
proinflammatorische Zytokin IL17 und verstarken somit die intestinale Immunantwort.
Dadurch wird die Darmschleimhaut vor einer Penetration von Mikroorganismen geschiitzt
[47]. Genexpressionsanalysen von Proteinen der Darmschleimhaut zeigen deutlich, dass auch
unter Abwesenheit von Tregs im Verlauf der Pankreatitis die Zusammensetzung der
Darmschleimhaut intakter ist als in Gegenwart von Tregs. U.a. zeigt sich eine signifikant
unterschiedliche Expression des sekretorisches Immunglobulin IgA. IgA wird von B-Zellen in
der Darmschleimhaut sekretiert, sorgt flir eine Neutralisation von Mikroben-Antigenen und
schitzt somit vor einer Penetration dieser Organismen [36]. Ebenfalls liegt eine geringere
Genexpression des bakteriziden Lysozyms sowie der antimikrobiellen Defensine in Gegenwart
von Tregs vor. Zusammen mit einer verminderten Expression der Tight Junctions Bestandteile
Occuldin und Claudin lasst sich daraus schlussfolgern, dass die Treg-induzierte systemische
Hypoinflammation wahrend einer akuten Pankreatitis auch die Integritat der Darmbarriere
beeinflusst.

Im Zuge der Pankreatitis konnten wir ebenfalls beobachten, dass die Anzahl CD8a+/CD3+
intraepitheliale Lymphozyten (IEL) abnimmt. IELs werden in der Epithelschicht der
schiitzenden Darmschleimhaut exprimiert. Dort sind sie an der initialen Immunabwehr
beteiligt, um die Integritat der Darmschleimhaut aufrechtzuerhalten [77]. Die IELs exprimieren
im Vergleich zu anderen Lymphozyten Populationen vermehrt den y&-T-Zell Rezeptor (25-
40 % der IELs) [78]. Diese y6-T-Zellen besitzen eine immunsuppressive Funktion, indem sie u.a.
antimikrobielle Proteine aktivieren. Zudem ist bekannt, dass diese Zellen in der
Darmschleimhaut an Gewebereparatur Mechanismen beteiligt sind [79]. Unsere Ergebnisse
zeigen eine Abnahme dieser schiitzenden y6-T-Zellen in der Darmschleimhaut. Verstarkt wird
diese Abnahme durch das Vorhandensein von Tregs.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Treg-induzierte Hypoinflammation zu einer
Dysbalance der Treg/Th17-regulierten, intestinalen Immunantwort kommt. Diese Dysbalance
beeinflusst die Darmbarriere und ermoéglicht die Translokationen von kommensalen
Mikroorganismen, welche infizierte Nekrosen als eine mdgliche Nebenerscheinung einer
Pankreatitis auslosen [24]. Dabei gehen infizierte Nekrosen mit einer deutlich erhdhten
Morbiditit und Mortalitat im klinischen Verlauf einher [24]. Ahnliche Beobachtungen wurden

auch fiir den Krankheitsverlauf der Sepsis beschrieben [80, 81]. Diese Erkenntnisse konnten
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erklaren, warum eine Treg-Depletion die die Bildung nekrotischem Pankreasgewebes

verringert und dadurch den pankreatischen Schaden wahrend der Pankreatitis reduziert.

43 Im chronischen Pankreatitis-Modell beeinflussen Tregs die
Makrophagendifferenzierung und regulieren die Gewebeumstrukturierung

Die chronische Pankreatitis wird durch sich wiederholende akute Entziindungen des Pankreas
charakterisiert, im Zuge dessen kann es zu einer irreversiblen Zerstérung des
Pankreasgewebes kommen. Das exokrine Gewebe wird im Verlauf der akuten Entziindung
zerstort und Uber die Zeit durch fibrotisches Gewebe ersetzt, diesen Prozess nennt man
Nekrose-Fibrose Sequenz. Die Patienten entwickeln als Folge dieser Gewebezerstérung eine
exokrine sowie auch endokrine Pankreasinsuffizienz [82]. Bisher werden diese Patienten nur
symptomatisch behandelt, da es bislang keine effektive Strategie gibt, um die Progression der
chronischen Pankreatitis zu begrenzen [83]. Bei der Entstehung einer chronischen Pankreatitis
spielen pankreatische Sternzellen (PSC) eine zentrale Rolle [84, 85]. Aktiviert werden PSCs
durch toxische Faktoren (z.B. Alkohol) oder durch Zytokine zerstorter Azinuszellen bzw.
infiltrierender Leukozyten [86]. Die dominierende Population an Leukozyten wahrend der
chronischen Pankreatitis sind alternativ aktivierte Makrophagen [87]. Zellen des angeborenen
Immunsystems, zu denen Makrophagen zahlen, werden nach einem Gewebeschaden aktiviert
und dabei auch von Tregs reguliert [88]. Fir den Pathomechanismus der chronischen
Pankreatitis wurde der Einfluss von Tregs bislang kaum untersucht. Die suppressive Wirkung
von Tregs wurde in dieser Arbeit an Hand eines chronischen Pankreatitis-Mausmodells in
DEREG Mausen genauer analysiert. Eine Depletion von Tregs fiihrt im chronischen
Pankreatitis-Modell zu einer ungebremsten Th2-Immunantwort. Diese Induktion zeigt sich
deutlich anhand der Zunahme von Gata3+ T-Zellen in der Milz und einer héheren Expression
antiinflammatorischer Zytokine (IL4, IL10) (Abb. 9). Dahingegen wird eine Th1 (Tbet+/CD4+) -
Immunantwort kaum beeinflusst.

Wie von Xue et al. bereits beschrieben, ist auch in den DEREG Mausen nach Induktion einer
chronischen Pankreatitis eine Infiltration von CD206+ Makrophagen zu beobachten [87]. Eine
Depletion der Tregs verstarkt dabei die Aktivierung von CD206+ Makrophagen in der Milz und
flihrt zu einer starkeren Infiltration von CD206+ Makrophagen ins das Pankreasgewebe.
Wahrscheinlich wird diese Makrophagendifferenzierung durch Tregs indirekt beeinflusst.

Durch eine erhdhte Anzahl an Gata3+ Th2-Zellen kommt es zu einer gesteigerten Freisetzung
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antiinflammatorischer Zytokine wie IL4 und IL10. Diese Zytokine wiederum aktivieren CD206+
Makrophagen. Wir beobachten auBerdem eine erhohte Expression typischer
Makrophagenzytokine wie IL10 und TGFB (Abb. 10D, Abb. 14C). Diese antiinflammatorischen
Zytokine fiihren zu einer Rekrutierung und Aktivierung von PSCs [87]. PSCs induzieren die
Differenzierung von Fibroblasten, die wiederum Kollagen produzieren und somit die
Entstehung von fibrotischem Gewebes induzieren [57]. Dieser Pathomechanismus ist in Abb.
15 grafisch dargestellt. Fir unser Mausmodell kdnnen wir sowohl eine erhéhte Expression des
PSC Protein aSMA als auch von Kollagen im Pankreas unter Abwesenheit von Tregs
beobachten (Abb. 11A). Ebenfalls zeigt sich eine starke Ausbildung fibrotischem Gewebes
unter gleichzeitiger Abnahme pankreatischer Azinuszellen (Abb. 11C+D). Diese exzessive
Gewebeumstrukturierung fihrt auch zu einem Funktionsverlust des exokrinen Gewebes (Abb.
11E). In diesem Zusammenhang beobachten wir auch eine Abnahme der relativen Expression
von Amylase und Trypsinogen im Pankreas (Abb. 11G). Diese massive Abnahme der exokrinen
Funktion wird auch im Gewichtsverlauf der Mause deutlich, da die Verdauungsenzyme fiir den
Nahrungsaufschluss nicht mehr zur Verfligung stehen. Tiere, deren Tregs durch DT-Injektion
depletiert wurden, verlieren bereits nach 14 Tagen signifikant mehr Gewicht als mit PBS

behandelten DEREGs.

Pankreatitis Treg Depletion @
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Antiinflammatorische M

Antiinflammatorische M
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Fibrobla t Sternzellen
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T £
Kollagen
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Abb. 15: Tregs beeinflussen die Makrophagenpolarisierung und regulieren iiber die Aktivierung von PSCs und Fibroblasten
die Gewebeumstrukturierung.
Unter Abwesenheit von Tregs kommt es im chronischen Pankreatitis-Mausmodell zu einem Anstieg von

antiinflammatorischen Makrophagen (Mg). Diese Zellen des angeborenen Immunsystems setzen u.a. IL10 und TGFB frei und
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induzieren somit die Aktivierung von PSC, die wiederum eine Differenzierung geweberesidente Fibroblasten induzieren. Das

Resultat dieser Dysregulation ist eine exzessive Vermehrung von Kollagenfasern, die schliefRlich zur Fibrosierung fiihren.

Die bisher beschriebenen Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass es aufgrund der Depletion
von Tregs im chronischen Pankreatitis-Mausmodell nicht nur zu einer gesteigerten
Gewebsfibrose, sondern auch zu einer Dysregulation im Regenerationsprozess kommt.
Makrophagen dirigieren u.a. den Regenerationsprozess, indem sie auf lokale Signale reagieren
und daraufhin ihren Phanotyp verdandern [89, 90]. Damit kann gezeigt werden, dass
Makrophagen am komplexen Zusammenwirken von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
wahrend des Regenerationsprozesses beteiligt sind. Der Einfluss der Tregs auf diesen
Regenerationsprozess wurde im Zuge dieser Arbeit genauer untersucht, indem die Expression
von Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren sowie das Vorhandensein von Zytokinen im
pankreatischen Gewebe charakterisiert wurde. Wie bereits beschrieben flihrt eine chronische
Pankreatitis zu einer gesteigerten Expression von Kollagenen. Es konnte auRerdem gezeigt
werden, dass auch FGF sowie der dazugehorige Rezeptor (FGFR) vermehrt exprimiert werden.
Dabei fiihrt eine Depletion von Tregs zu einem signifikanten Anstieg dieses Wachstumsfaktors
im Vergleich zu den mit PBS behandelten Tieren (Abb. 14A und B).

Neben dem FGFR, kann die Differenzierung der Fibroblasten auch tiber den EGFR Signalweg
erfolgen. Eine Uberexpression dieses Rezeptors ist mit der Entstehung von Tumoren assoziiert
[91]. Verschiedene Wachstumsfaktoren wirken iber den EGFR-Signalweg. Dazu zidhlen EGF,
TGFa, Epiregulin und Amphiregulin [92]. Amphiregulin gehort zur Typ 2-Immunantwort [58].
Dieser Wachstumsfaktor wird von antiinflammatorischen Makrophagen und ILC2s nach einer
Gewebezerstorung gebildet. Eine Ko-Lokalisation von CD90+ ILCs und Amphiregulin konnte im
Pankreasgewebe wahrend einer chronischen Pankreatitis beobachtet werden. Amphiregulin
induziert das Wachstum von Epithelzellen und ist somit ein wichtiger Beststandteil der
Gewebeerneuerung. Eine entscheidende Rolle dieses Wachstumsfaktors wurde bereits fiir die
Lungenfibrose sowie flir Regenerationsprozesse der Leber beschrieben [59, 93]. Unsere Daten
zeigen einen Anstieg von ILCs Typ 2 sowie des Wachstumsfaktors Amphiregulin in
Abwesenheit von Tregs wahrend der chronischen Pankreatitis (Abb. 14E und F). Dies lasst
vermuten, dass Tregs auch einen Einfluss auf die Regulation von ILCs sowie dessen Mediator

haben.
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Ein weiterer Wachstumsfaktor ist Activin A. Proteine der Activin/Inhibin-Familie gehoren zur
TGFB-Familie. Sie sind neben der Induktion von Regenerationsprozessen auch an der
Entwicklung des endo- und exokrinen Pankreas beteiligt. Activin A bildet ein Homodimer aus
zwei BA-Untereinheiten. Der Gegenregulator Inhibin A setzt sich aus einer BA- und a-
Untereinheit zusammen [94]. Innerhalb der Activin/Inhibin-Familie gibt es noch weitere

Mitglieder deren Zusammensetzung in Abb. 16 genauer veranschaulicht wird.

Activin A Activin B Activin AB
BA BB BB
Inhibin A Inhibin B
— a — a
N A N BB

Abb. 16: Zusammensetzung der Activine und Inhibine.
Activine setzen sich aus zwei B-Untereinheiten zusammen, die tber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Inhibine

bestehen aus einer a-Kette und einer B-Kette, welche ebenfalls liber eine Disulfidbriicke verknlpft sind.

Genexpressionsanalysen zeigen, dass die Expression der a-Kette durch eine Depletion von
Tregs nicht beeinflusst wird. Jedoch beobachteten wir eine gesteigerte Expression der BA-
Untereinheit (Abb. 14C). Daraus lasst sich schlieBen, dass eine Depletion von Tregs im
chronischen Pankreatitis-Mausmodell zu einer héheren Expression von Activin A fiihrt. Activin
A kann PSCs und Fibroblasten aktivieren [95]. Dieser Prozess wird durch das Zytokin TGFf
gesteigert. Genexpressionsanalysen bestatigten eine signifikant héhere TGFB-Expression im
Pankreas in der Treg-depletierten Gruppe. Ein weiterer Inhibitor von Activin A ist Follistatin.
Follistatin zeigt in unserem chronischen Pankreatitis-Modell eine geringere Expression im
Pankreas in Abwesenheit von Tregs (Abb. 14C). Anhand von Immunfluoreszenzfarbungen
konnte gezeigt werde, dass CD206+ Makrophagen die Inhibin BA-Untereinheit exprimieren.
Eine gesteigerte antiinflammatorische Makrophagenpolarisation in Abwesenheit von Tregs
wahrend einer chronischen Pankreatitis kann somit zu einer unzureichenden Regulierung in
der Activin A-Aktivitat fihren. Dieser Prozess verursacht eine unkontrollierten Aktivierung und

im Folgenden eine Uberaktivierung von PSCs und einer gesteigerten Kollagenbildung.

Zusammenfassend kann tiber die Wirkung der Tregs im chronischen Pankreatitis-Mausmodell
gesagt werden, dass Tregs nicht nur die T-Effektor-Immunantwort regulieren, sondern auch
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die Makrophagenpolarisation beeinflussen, sowie einen starken Einfluss auf

Regenerationsprozesse haben.

4.4 Ausblick/Limitationen

In dieser Arbeit konnte anhand des DEREG-Mausmodells die suppressive Wirkung der Tregs
wahrend einer Pankreatitis gut charakterisiert werden. Tregs konnten durch die Gabe von DT
gezielt depletiert werden. Doch nicht nur Tregs wurden depletiert, sondern auch die von Tregs
freigesetzten Mediatoren. Transkriptomdaten von Tregs, isoliert aus Mausen mit einer
Pankreatitis, zeigten dass vor allem die Gene von IL10 und TGFB induziert werden. Jedoch
konnten wir zeigen, dass unter Abwesenheit von Tregs diese antiinflammatorischen Zytokine
wahrend einer Pankreatitis sogar ansteigen. Somit lasst sich vermuten, dass durch die
Depletion von Tregs kompensatorisch andere Zellen zu einer gesteigerten Synthese dieser
antiinflammatorischen Zytokine getrieben werden. IL10 und TGFB koénnten in dem
Pathomechanismus der Pankreatitis jedoch eine noch viel entscheidendere Rolle spielen als
Tregs. Mit Hilfe von k.o. Madusen oder deletierenden Antikérpern kénnte die Wirkung dieser
antiinflammatorischen Zytokine auf die Pankreatitis genauer charakterisiert werden.
Weiterhin ist nicht ausreichend geklart wie T-Zellen und im Besonderen Tregs sehr schnell
nach der Induktion einer Pankreatitis aktiviert werden konnen. Normalerweise benétigt eine
T-Zell-Antwort einige Tage, um auf einen Stimulus zu reagieren. Wir beobachten hingegen bei
einer Caerulein induzierten Pankreatitis bereits nach 8 h eine Aktivierung von Tregs. Daher
kann nur vermutet werden, dass neben einer Zell-vermittelten Aktivierung I6sliche
Mediatoren, wie Zytokine, viel schneller reagieren kénnen und somit den Verlauf der

Pankreatitis entscheidend mitbestimmen.
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5 Zusammenfassung

Die Pankreatitis ist eine relativ haufige gastrointestinale Erkrankung deren
Pathomechanismus bisher nicht vollstindig gekldart wurde. Besonders die Rolle des
Immunsystems scheint einen wichtigen Einfluss auf den Verlauf dieser Erkrankung zu haben.
Gut charakterisiert ist bereits die initiale lokale Immunantwort. Zerstoérte Azinuszellen setzten
DAMPs (engl. damage-associated molecular pattern) frei, die wiederum eine Infiltration von
Zellen des angeborenen Immunsystems in das Pankreasgewebe induzieren und aktivieren. Zu
diesen Zellen gehéren Makrophagen und Neutrophile. T-Zellen, welche zum adaptiven
Immunsystem gehoéren, wandern nicht in das Pankreas ein, sie werden jedoch systemisch
aktiviert. Vor allem Th2-Zellen (T-Helferzellen Typ2) und Tregs (regulatorische T-Zellen)
werden im Verlauf einer Pankreatitis induziert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Tregs wahrend einer Pankreatitis nicht nur aktiviert werden, sondern ebenfalls eine hohere
suppressive Kapazitat besitzen.

Die genaue Rolle dieser antiinflammatorischen Immunantwort und im speziellen der Einfluss
von Tregs sollte in dieser Arbeit mit Hilfe von DEREG Mausen (engl. depletion of requlatory T
cells) genauer charakterisiert werden. Durch gezielte Depletion von Tregs mittels DT
(Diphtheria Toxin) kann die Auswirkung der Abwesenheit von Tregs im Pankreatitis-
Mausmodell untersucht werden. Im akuten Modell kommt es zu einem systemischen Anstieg
der T-Effektor-lmmunantwort. Die Depletion von Tregs hat zudem eine Auswirkung auf den
Schweregrad der Erkrankung. Unter Abwesenheit von Tregs sinkt im akuten Pankreatitis-
Modell der pankreatische Schaden. Als eine mogliche Ursache konnte die Dysbalance der
Treg/Th17 regulierten intestinalen Immunantwort identifiziert werden, welche zu einer
Zerstorung der Darmbarriere fiihrt und eine Translokation kommensaler Mikroorganismen ins
nekrotische Pankreasgewebe initiiert.

Im chronischen Pankreatitis-Modell konnte gezeigt werden, dass die T-Zelldifferenzierung
einen wichtigen Einfluss auf die Makrophagenpolarisation hat und dadurch den Verlauf der
Chronifizierung der Pankreatitis mitbestimmt. Eine Depletion von Tregs in der chronischen
Pankreatitis flihrt zu einer ungebremsten Th2-Antwort. Uber die freigesetzten Zytokine, wie
z.B. IL4, wird die Makrophagenpolarisation in Richtung der antiinflammatorischen
Makrophagen verschoben. Diese Makrophagen induzieren (iber IL10 und TGFp die Aktivierung

ruhender PSCs (pankreatische Sternzelle) und regulieren somit Regenerationsprozesse.
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Kommt es zu einer Dysregulation dieser Makrophagenpolarisation, kann dieser
Regenerationsprozess unkontrolliert erfolgen. Als Folge dessen kommt es nicht nur zu einer
gesteigerten Aktivierung von PSCs, sondern auch zu einer exzessiven Kollagenproduktion,
welche zu einer pathologische Fibrose flihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen deutlich, dass
Tregs einen entscheidenden Einfluss auf die Gewebeumstrukturierung des Pankreas haben.
Eine Depletion von Tregs im chronischen Pankreatitis-Modell induziert Gber die Aktivierung
antiinflammatorischer Makrophagen eine Expression von PSCs. Diese unkontrollierte
Induktion flhrt zu einer gesteigerten Kollagenproduktion und Bildung von fibrotischem
Pankreasgewebe unter gleichzeitigem Verlust von Azinuszellen. Diese exzessive
Gewebeumstrukturierung resultiert in einem Funktionsverlust des exokrinen Gewebes.
Mause deren Tregs depletiert wurden verloren im chronischen Pankreatitis-Modell bereits
nach 14 Tagen signifikant an Gewicht.

Weitere wichtige Faktoren, die im Regenerationsprozess eine Rolle spielen, sind
Wachstumsfaktoren. Genexpressionsanalysen und histologische Farbungen verdeutlichen,

dass Tregs die Induktion von Wachstumsfaktoren mitbestimmen.

Zusammengefasst bedeutet dies, dass Tregs im akuten Pankreatitis-Modell die T-Effektor-
Immunantwort supprimieren und dadurch den Verlauf der Pankreatitis verschlechtern. Im
chronischen Pankreatitis-Modell sorgen Tregs dahingegen fir eine Balance der
Makrophagenpolarisation, und regulieren den Remodeling-Prozess, indem sie z.B. die Bildung

fibrotischem Gewebes limitieren.
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Gatingstrategie T-Zell-Antwort
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Anhang 1: Gatingstrategie der T-Zell-Antwort.
CD4+ Zellen wurden anhand Aktivierungsmarkern CD69 und CD25 unterscuht. Die entsprechenden T-Zellpopulationen

wurden entsprechend der Transkriptionsfaktoren (Tbet, Gata3 und FoxP3) bestimmt.
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Anhang

Gatingstrategie Suppressionsassay
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Anhang 2: Gatingstrategie des Suppressionsassays.

Comp-BT10-A - CO4 PerCP Cy5S5

Zur Quantifizierung des Suppressionsassays wurden CD4+ T-Zellen auf FoxP3- negative Zellen gegatet, um Tregs aus der

Quantifizierung auszuschlieBen. AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung der T-Zellproliferation anhand des Farbstoffes CM-

Dil.

Gatingstrategie Makrophagen
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Anhang 3: Gatingstrategie CD206+ Makrophagen.
CD206+ Makrophagen wurden anhand CD11b+ Zellen bestimmt.
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Anhang

Gatingstrategie ILC
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Anhang 4: Gatingstrategie der ILCs.

CD45+ Zellen werden auf den Lineage Marker untersucht. ILCs werden anschlieBend anhand der Lineage negative Population

als CD45+ und CD90+ bestimmt.
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Anhang 5: Transkriptomanalysen von Tregs isoliert aus Mausen mit einer schweren nekrotisierenden Pankreatitis.

In DEREG Mausen wurde eine akute nekrotisierende Pankreatitis induziert. Nach drei Tagen wurden aus der Milz alle GFP+
Tregs Zellen mit Hilfe eines FACS sortiert. AnschlieRend wurde die RNA der Tregs isoliert und Transkriptomanalysen mit Hilfe
von Affymetrix Arrays durchgefiihrt. Die Induktion (rot) bzw. Repression (blau) verschiedener Gene wurde anhand von Tregs
unbehandelter Kontrolltiere untersucht. Die Transkriptomanalysen wurden von der Arbeitsgruppe Funktionelle

Genomforschung, der Unimedizin Greifswald durchgefihrt.
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