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1 Einleitung

1.1 Mikrobiom

Das Mikrobiom des Darms und dessen Einfluss auf die Entstehung bestimmter
Erkrankungen hat in den letzten Jahren zunehmend an Interesse gewonnen. Mit
einer Oberflache, die 200-mal groRer ist als die unserer Haut, und zwischen 10"
bis 10'® Bakterien beherbergt, die meisten davon im Kolon, zahlt der
Gastrointestinaltrakt als das groRte immunologische Organ des menschlichen
Korpers (Rutella and Locatelli, 2011, Sender et al., 2016). Das Mikrobiom des
Darms entsteht wahrend des Geburtsvorgangs und wird neben genetischen
Faktoren im Laufe des Lebens von der Umwelt, Erndhrung, Infektionen mit
Pathogenen und der Einnahme von Medikamenten wie beispielsweise Antibiotika
gepragt (Zimmer et al., 2012, Ubeda and Pamer, 2012, Jackson et al., 2016,
Dominguez-Bello et al., 2010). Die Mikrobiota des adulten Menschen setzt sich
aus Bakterien, Eukaryoten und Archaeen zusammen, wobei 75% der Mikrobiota
aus Bakterien besteht (Donaldson et al., 2016). Diese unterteilen sich wiederum
in etwa 40 verschiedene Bakterienspezies. Der Groliteil der Bakterien im adulten
Individuum besteht aus Firmicutes und Bacteroides (Eckburg et al., 2005).
Jedoch unterscheidet sich das Mikrobiom zwischen einzelnen Individuen teils
stark. Der Aufbau der intestinalen Mikrobiota kdnnte fur die Entstehung gewisser

Erkrankungen pradestinieren.

Die Zusammensetzung der Mikrobiota unterscheidet sich auch zwischen Dunn-
und Dickdarm. Im Dinndarm Uberwiegen im Vergleich zum Dickdarm aufgrund
des sauren pH, der klrzeren Passierzeit der Nahrungsbestandteile und des
vorhandenen Sauerstoffs fakultative Aerobier wie Enterobakterien und
Laktobazillen. Im Dickdarm hingegen finden sich vermehrt Anaerobier wie

Clostridien und Bacteroidaceae (Donaldson et al., 2016).

Im gesunden Darm besteht eine antimikrobielle Barriere des Darmepithels,
welche verhindert, dass Bakterien und Pathogene die Darmmukosa Uberwinden
kénnen. Dies ist wichtig fur die Aufrechterhaltung der Homoéostase (Wehkamp
and Frick, 2017).



1.2 Immunsystem

1.2.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist in der Lage, sehr schnell auf Antigene
reagieren zu konnen. Bei Antigenen handelt es sich um molekulare Strukturen,
welche vom Immunsystem erkannt werden und daher eine Immunreaktion zur
Eliminierung des Antigens auslosen konnen. Antigene mussen nicht
zwangslaufig eine Immunreaktion ausldosen. Sie kdnnen sich auch auf
Korperzellen oder symbiotischen Bakterien befinden. Zum angeborenen
Immunsystem zahlen zum einen mechanische Barrieren wie die Haut,
Schleimhaut, das Flimmerepithel der Atemwege sowie der Gastrointestinal- und
Urogenitaltrakt, aber auch verschiedene Immunzellen (zellulare Immunabwehr)
und Zytokine (humorale Immunabwehr). Sogenannte MAMPs (microbe-
associated molecular patterns) binden an z.B. Toll-like-Rezeptoren (TLR) und
werden so von verschiedenen Immunzellen erkannt. Makrophagen betreiben
daraufhin eine Phagozytose des Antigens und l6sen eine Inflammation aus.
Mastzellen schitten Histamin und Heparin aus und sorgen auf diese Weise fur
eine Immunreaktion. Naturliche Killerzellen erkennen und eliminieren
Viruspartikel und Tumorzellen. Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile und
Basophile) erkennen Parasiten, Tumorzellen und Bakterien und I6sen eine akute
Inflammation des Gewebes aus, indem sie u.a. BlutgefalRe dilatieren, sodass
weitere Immunzellen schneller an den Ort der Inflammation kommen kdnnen.
Dendritische Zellen als Form der Antigen-prasentierenden Zellen phagozytieren
und internalisieren das Antigen und koénnen Fragmente dessen auf ihrer
Zelloberflache anderen Immunzellen prasentieren. Dadurch bilden sie die
Schnittstelle zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem. Zur
humoralen Immunabwehr zahlen das Komplementsystem und verschiedene
Zytokine. Die Faktoren des Komplementsystems binden an Pathogene und
zerstoren diese durch Proteolyse. (McComb et al., 2019, Hillion et al., 2020,
Yatim and Lakkis, 2015, Tomar and De, 2014)



1.2.2 Erworbenes Immunsystem

Das adaptive Immunsystem reagiert im Gegensatz zum angeborenen
Immunsystem erst nach einigen Tagen und kann Gedachtniszellen ausbilden,
welche im Fall eines erneuten Kontakts mit dem Antigen zu einer schnelleren und
effektiveren Immunabwehr fihren. Hierzu zahlen zum einen auf zellularer Seite
B- und T-Lymphozyten und auf humoraler Seite Antikérper und Zytokine.
Zytokine sind Botenstoffe, welche zur Kommunikation zwischen den
verschiedenen Zellen dienen. Interleukine aktivieren verschiedene Leukozyten,
Chemokine locken andere Zellen an den Ort der Inflammation, der
Tumornekrosefaktor (TNF) hemmt die Tumorentstehung und Interferone spielen

eine Rolle bei der Bekampfung von Virusinfektionen und Tumorzellen.

Wie oben bereits erwahnt, bilden dendritische Zellen die Schnittstelle zwischen
angeborener und adaptiver Immunabwehr. Eine wichtige Rolle spielen hierbei
Major Histocompatibility Complexes (MHC). MHC | wird von allen kernhaltigen
Immunzellen exprimiert und prasentieren CD8* Zellen Bestandteile intrazellularer
Pathogene. MHC Il prasentieren CD4* Zellen Bestandteile extrazellularer
Pathogene und werden nur auf der Oberflache von antigenprasentierenden
Zellen exprimiert, darunter B-Zellen und dendritische Zellen. Naive T- und B-
Zellen zirkulieren durch das Blut Uber die hoch-endothelialen Venolen in die
Lymphknoten. Treffen naive T-Zellen auf dendritische Zellen, so hangt es von der
Affinitat der Bindung zwischen T-Zelle und dendritischer Zelle ab, ob die T-Zelle
aktiviert wird. Dendritische Zellen besitzen co-stimulierende Molekulstrukturen
auf ihrer Zelloberflache, sogenannte Cluster of Differentiation, z.B. CD40, CD80
oder CD86. Diese konnen die Affinitat der Bindung zwischen T-Zelle und
dendritischer Zelle verstarken, sodass die naive T-Zelle aktiviert wird. CD8* T-
Zellen wandern nach ihrer Aktivierung in die Peripherie und suchen dort nach
Liganden, welche uber MHC | prasentiert werden. Durch Bindung an diese Zelle
schitten CD8* T-Zellen lytische Granula aus, welche zum Zelltod der Zielzelle

fuhren.

CD4* T-Zellen, auch T-Helferzellen genannt, haben verschiedene Funktionen.

TH1-Zellen schiutten IFN (Interferon) y und IL-12 (Interleukin 12) aus und sorgen



auf diese Weise fur eine Aktivierung von CD8* T-Zellen, sodass Viren und
Bakterien eliminiert werden konnen. TH2-Zellen sezernieren IL-4 und initiileren
damit eine Immunreaktion, welche durch B-Zellen vermittelt wird. Wird der B-
Zellrezeptor durch Bindung eines Liganden aktiviert, nimmt die B-Zelle den B-
Zellrezeptor sowie den Liganden auf und verdaut das Antigen. Daraufhin
prasentiert die B-Zelle jenes auf MHC II, welches bei Zusammentreffen der B-
Zelle mit einer CD4* T-Zelle zur Bindung zwischen beiden fuhrt. Durch die
Ausschuttung verschiedener Interleukine kommt es zur Aktivierung und
Differenzierung der B-Zelle. Sie wird zur Plasmazelle und ist fortan in der Lage,
Antikdérper zu produzieren. (McComb et al., 2019, Yatim and Lakkis, 2015, Tomar
and De, 2014)

1.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind eine Form Antigen-prasentierender-Zellen, welche erste
Immunantworten initileren, modulieren und Antigene prozessieren kdnnen. Sie
kobnnen T- und B-Lymphozyten effizient co-stimulieren und aktivieren. Im
Elektronenmikroskop prasentieren sich dendritische Zellen mit > 10 um langen,
sternférmigen Fortsatzen. Als immature dendritische Zellen sind sie weniger
potente Immuninitiatoren. Sie fangen Antigene ein, nehmen diese Uber
Phagozytose auf, formen daraufhin Uber Pinozytose Vesikel und exprimieren
Rezeptoren, welche die Endozytose vermitteln. Ein Antigenkontakt kann flr
immature dendritische Zellen ein Signal sein, matur zu werden. Die dendritischen
Zellen migrieren nach dem Antigenkontakt zu den lymphatischen Organen (Milz
und Lymphknoten), interagieren dort mit naiven T-Zellen und stimulieren diese.
Antigenbestandteile werden dem T-Zellrezeptor Uber MHC-Komplexe auf der
Oberflache von dendritischen Zellen prasentiert. Zusatzlich exprimieren
dendritische Zellen noch weitere Molekile, die mit dem TCR interagieren kénnen.
Sind T-Lymphozyten einmal von dendritischen Zellen aktiviert, kdbnnen sie die
Immunantwort komplettieren, indem sie mit anderen Immunzellen wie B-Zellen

und Makrophagen interagieren (Banchereau and Steinman, 1998).



Dendritische Zellen konnen auch eine Toleranz der T-Zellen gegenuber
korpereigenen Antigenen hervorrufen, um Autoimmunreaktionen zu minimieren

bzw. zu verhindern. (Banchereau and Steinman, 1998, Steimle and Frick, 2016)

1.4 T-Zellen
Tabelle 2 Ubersicht (iber die Subtypen der T-Zellen, modifiziert nach (McComb et al., 2019)

CD4* T- | Transkriptionsfaktor | Aktivierung durch | Zytokinproduktion

Zelle

THA1- T-bet IL-12, IFNy IFNy

Zelle

TH2- GATA-3 IL-4 IL-4

Zelle

TH17- RORyt IL-23, IL1B IL-17

Zelle

Th1 like | RORyt, T-bet IL-12, IL-23, IFNy IL-17, IFNy

THA17-

Zelle

Treg FoxP3 IL-2, TGFpB TGFB, IL-10, IL-35,
IL-17

1.4.1 T-Helferzellen

Wie bereits in 1.2.2 erwahnt, handelt es sich bei T-Helferzellen um CD4* T-
Zellen, welche als Effektorzellen durch Produktion verschiedener Zytokine zum
einen zur Aktivierung von CD8* T-Zellen und zum anderen zur Aktivierung der B-
Zell-vermittelten Immunantwort beitragen. Die verschiedenen Untergruppen von
T-Helferzellen werden anhand der ausgeschutteten Zytokine, der exprimierten
Rezeptoren und der Transkriptionsfaktoren unterschieden. Relevant fur die
vorliegende Arbeit sind insbesondere TH1-, TH2- und TH17-Zellen, siehe Tabelle
2 und Abbildung 1.

TH1-Zellen produzieren IFNy, konnen Fresszellen aktivieren und bieten Schutz
vor intrazellularen Antigenen (Romagnani, 1994). Durch Binden der Zelle von IL-

12 und IFNy wird der Transkriptionsfaktor T-bet (T-box expressed in T-cells)



aktiviert, was zur Differenzierung der CD4* T-Zelle zu TH1-Zellen fuhrt (Wu et al.,
1993). Gleichzeitig kommt es durch die T-bet-Aktivierung in Form eines
Feedbackmechanismus zu gesteigerter IFNy-Produktion, was wiederum zu noch
starkerer T-bet-Aktivierung fuhrt (Bradley et al.,, 1996). Auch naturliche
Killerzellen produzieren IFNy und sorgen somit fur eine Differenzierung der
naiven T-Zellen zu TH1-Zellen (Martin-Fontecha et al., 2004). TH1-Zellen
scheinen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von Arthritis, chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen und autoimmuner Enzephalomyelitis zu
spielen (Kullberg et al., 2006). Allen drei Erkrankungen ist eine dysregulierte TH1-

Antwort gemeinsam.

TH2-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei Schutz vor Helminthen und
gleichzeitig bei der Entstehung allergischer Reaktionen wie dem allergischen
Asthma (Pulendran and Artis, 2012, Cohn et al., 1997, Robinson et al., 1992).
Zum einen fuhren dendritische Zellen Uber eine Aktivierung von T-Helferzellen
zur Freisetzung von IL-4 und damit zur Aktivierung von GATA-3 (GATA-binding
protein 3), dem Transkriptionsfaktor von TH2-Zellen. Zum anderen sorgen
intestinale Mastzellen und Makrophagen bei wurminfizierten Individuen zur
vermehrten Produktion von IL-4, was wiederum eine Differenzierung von CD4*
T-Zellen in TH2-Zellen bewirkt (Owyang et al., 2006).

TH17-Zellen schiitzen den Organismus vor extrazellularen Bakterien und Pilzen
uber eine Stimulation neutrophiler Granulozyten. Die Aktivierung neutrophiler
Granulozyten kann zum einen indirekt Uber eine Freisetzung von IL-8 erfolgen,
zum anderen direkt Uber die Expression von CXCL8 (CXC Motif Chemokine
Ligand 8) (Pelletier et al., 2010). TH17-Zellen exprimieren RORyt (Retineic-acid-
receptor-related orphan nuclear receptor y) als Transkriptionsfaktor und besitzen
auf ihrer Oberflache verschiedene Rezeptoren fur IL-23, CCR6 (C-C Motif
Chemokine Receptor 6) und CD161 (Ivanov et al., 2006, Annunziato et al., 2007,
Acosta-Rodriguez et al., 2007, Cosmi et al.,, 2008). Um CD4" T-Zellen zur
Differenzierung zu TH17-Zellen zu bewegen, sind IL-23 und IL-13 notwendig. An
dieser Stelle besteht ein Zusammenhang zur Induktion von TH1-Zellen: In

Gegenwart von IL-12 wirken IL-23 und IL-1p zusatzlich auch auf T-bet, den



Transkriptionsfaktor von TH1-Zellen. Somit ist IL-13 wichtig fur T-Zellen, die
sowohl IL-17 als auch IFNy produzieren: TH1-like-TH17-Zellen (Zielinski et al.,
2012). An dieser Stelle soll auch noch auf die Plastizitat von TH17-Zellen
hingewiesen werden. Differenzierte CD4* T-Zellen sind in der Lage, ihre

Zytokinproduktion flexibel zu variieren.

Eine dysregulierte Aktivierung von TH17-Zellen spielt eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese zahlreicher Autoimmunerkrankungen wie multipler Sklerose,
rheumatoider Arthritis, chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen,
Kontaktdermatitis und Psoriasis (Yasuda et al., 2019, Stockinger and Omenetti,
2017).

1.4.2 Regqulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen (Tregs) zahlen zu den CD4* T-Zellen und exprimieren
FoxP3 (Forkhead-Box-Protein P3) als Transkriptionsfaktor (Rutella and Locatelli,
2011, Shevach et al., 2006). Sie entstehen entweder in der Peripherie, indem sie
dort aktiviert werden, oder im Thymus. Tregs sind in der Lage, zu starke
Immunantworten zu bremsen, anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10, IL-35,
TGFp (Transforming Growth Factor beta) zu produzieren und eine Homoostase
gegenuber dem Mikrobiom herzustellen (Rutella and Locatelli, 2011, Lee, 2018).
Sie spielen somit eine wichtige Rolle im Rahmen der Immuntoleranz gegenuber
Antigenen und somit bei der Pravention von Autoimmunerkrankungen (Lee,
2018). IL-2 und TGFp sorgen fur eine Induktion der Differenzierung CD4* Zellen
hin zu Tregs. TGFB kann im Zusammenspiel mit IL-6 und IL-21 auch zur
Differenzierung zu TH17-Zellen fuhren, jedoch fur TGFpB allein oder in
Kombination mit IL-2 zur Differenzierung zu Tregs (Rutella and Locatelli, 2011,
Lee, 2018). Die intestinale Mikrobiota hat ebenso einen Einfluss auf die

Differenzierung und Funktion von Tregs.

Des Weiteren gibt es IL17-produzierende Tregs (anti-Tregs). Sie sind wie die
oben beschriebenen Tregs CD4* und haben FoxP3 als Transkriptionsfaktor,
produzieren jedoch auch das pro-inflammatorische IL-17 wie TH17-Zellen. Sie
vereinen damit Charakteristika von TH17-Zellen und Tregs. In (Hovhannisyan et

al., 2011) wurde gezeigt, dass diese in Patienten mit Morbus Crohn vorkommen,



jedoch nicht in Patienten mit Colitis ulcerosa oder gesunden Individuen. Fur die
Entstehung dieser IL-17-produzierenden Tregs ist TGF-f notwendig. In
entzindetem Gewebe kénnen Tregs durch spezifische Entzindungsparameter,
wie TGF-B, in zusatzlich IL-17 produzierende Zellen umgewandelt werden und

damit proinflammatorisch wirken.
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Abbildung 1 Uberblick iiber die T- und B-zellvermittelte Immunitét, adaptiert von (Kapitan et al., 2019)

1.5 Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED) umfassen die
Krankheitsbilder der Colitis ulcerosa sowie des Morbus Crohn und nehmen an
Inzidenz zu. Meist treten diese bei Patienten im Alter zwischen dem 20. und 30.
Lebensjahr auf. Morbus Crohn zeichnet sich durch eine diskontinuierliche,
transmurale Infektion mit tiefen Ulzerationen, welche den kompletten
Gastrointestinaltrakt betreffen kann, aus. In der Regel sind das terminale lleum
und die Perianalregion betroffen. Granulome, Fisteln, Abszesse und Strikturen
sind recht haufig. Dahingegen ist die Entzindung bei Colitis ulcerosa auf die

Mukosa begrenzt und betrifft nur das Colon und Rektum. (Khor et al., 2011)

Die Atiologie der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen ist weitestgehend

unbekannt. In Diskussion stehen das Zusammenspiel von Umweltfaktoren,



genetischer Pradisposition, Immunreaktionen sowie die intestinale Mikrobiota
(Fiocchi, 1998, MacDonald et al., 2000, Khor et al., 2011, Coskun, 2014). In
Studien konnte gezeigt werden, dass CED-Patienten eine signifikant reduzierte
Biodiversitat im intestinalen Mikrobiom besitzen sowie die Zusammensetzung der
Mikrobiota instabil ist (Martinez et al., 2008). Insbesondere das Fehlen von
anaeroben Bakterien wie Bacteroidetes und Firmicutes sowie eine
Uberreprasentation von Enterobactericae wie Escherichia coli konnte in
Stuhlproben bei CED-Patienten nachgewiesen werden (Ott et al., 2004). Im
Darmlumen existieren eine Vielzahl an Mikroorganismen, welche in Koexistenz
leben missen. Hierbei muss der Organismus zum einen eine Ubermalige
Immunantwort gegenuber der kommensalen Darmbakterien verhindern, und zum
anderen einen Schutz vor pathogenen Mikroorganismen in Form einer
mukosalen Barriere bieten. Im Gesunden besteht die Darmmukosa aus zwei
Schichten mit unterschiedlicher Durchlassigkeit. Die aufliere Schicht ist
durchlassiger und geeignet fur das Bakterienwachstum, wahrend die innere
mukosale Schicht steril und undurchlassig ist. Bei CED-Patienten ist jedoch die
Innenschicht der Mukosa mit Bakterien kolonisiert, was zur Inflammation flhren
kann (Van der Sluis et al., 2006, Johansson et al., 2008). Die Durchlassigkeit der
epithelialen Barriere bei CED stort die Produktion antimikrobieller Peptide, fuhrt
zu defekter Mukusschicht, einer verstarkten Stimulation der pattern recognition
Rezeptoren, was letztendlich zu einem Ungleichgewicht zwischen Immunantwort
und Mikroorganismen fuhrt (Wehkamp et al., 2005, Wehkamp and Stange, 2010).
Durch die erhohte Permeabilitat kommen mehr Bakterien in Kontakt mit dem
Darmepithel und dem Immunsystem, wodurch es zu einer Uberschiel3enden
Immunantwort und langerfristig zu einer chronischen Inflammation des

Intestinaltrakts kommen kann.

Des Weiteren besteht bei CED-Patienten eine dysregulierte Immunantwort
gegenuber der kommensalen Bakterienflora, welche zur intestinalen
Inflammation in genetisch pradisponierten Individuen fuhrt. Im Gesunden sorgt
eine gute Balance zwischen TH17-Zellen und Tregs fur Schutz vor intestinaler
Inflammation und vor Autoimmunreaktionen. Bei CED-Patienten ist diese
Balance jedoch gestort. (Catana et al., 2015, Sartor, 2008)



1.6 MCPIP1 und IkB{

Das Protein MCPIP1 (Monocyte chemotactic protein-induced protein 1), vom
Gen Zc3h12a codiert, gehort zur Familie der Zinkfingerproteine. Als
Endoribonuklease besitzt MCPIP1 RNase-Aktivitat und ist daher in der Lage,
MRNA (messenger RNA) abzubauen (Uehata and Akira, 2013). Die RNase-
Aktivitat richtet sich hierbei insbesondere gegen inflammatorische und virale
mRNA-Transkripte wie z. B. IL-17-Rezeptoren. Uber den Abbau der mRNA
hemmt MCPIP1 den TLR-Signalweg, begrenzt die Differenzierung von TH17-
Zellen und damit die IL-17-vermittelte Signaltransduktion (Garg et al., 2015,
Monin et al., 2017). Experimentell konnte in MCPIP1-defizienten Mausen eine
Haufung von experimenteller Autoimmunenzephalitis, eine vermehrte
Expression von IkB{, eine starke Inflammation aufgrund verstarkter TLR-
Signaltransduktion durch die Darmmikrobiota sowie eine verstarkte
Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine wie IL-17 und IL-6 ermittelt werden
(Garg et al., 2015). In MCPIP1-haploinsuffzienten Mausen konnte bei Stimulation
durch LPS und IL-17 eine verminderte MCPIP1-Expression nachgewiesen
werden (Garg et al., 2015).

Der Transkriptionsfaktor |kB{ zahlt zur Familie der IkB-Proteine, welche im
Zellkern vorkommen und in Zusammenspiel mit NFkB die Transkription anderer
Gene regulieren (Okamoto et al., 2010). Es wird durch das Nfkbiz-Gen codiert
(Hildebrand et al., 2013, Okamoto et al., 2010). Die Aufgabe von IkB{ besteht
darin, Immunantworten zu regulieren (Okamoto et al., 2010).

IkB{ kann Uber Ankyrin, einem Zytoskelett-Bestandteil, mit NFkB interagieren
(Okamoto et al., 2010, Yamazaki et al., 2001). NFkB ist ein Transkriptionsfaktor,
welcher die Expression zahlreicher Gene reguliert und damit einen Einfluss u.a.
auf Immunantworten hat. Befinden sich die Zellen im Ruhezustand, liegt NFkB
im Zytosol als inaktiver Komplex, inhibiert durch IkBs, vor. Werden IkBs durch
entsprechende proinflammatorische Stimuli abgebaut, wird NFkB freigesetzt und
in den Zellkern transportiert, wo dann die Aktivierung entsprechender Gene
erfolgt (Yamazaki et al., 2001).

Wird IkBC in naiven CD4* T-Zellen zusammen mit RORyt exprimiert, fihrt dies zu

einer Differenzierung der CD4* T-Zellen hin zu TH17-Zellen. Zusammen mit
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RORyt kann IkBC an das IL-17-Gen binden und damit die Produktion von IL-17
erhéhen (Okamoto et al., 2010).

In Experimenten wurde gezeigt, dass in Nfkbiz’- Mausen keine Differenzierung
zu TH17-Zellen und somit auch keine Entwicklung einer experimentellen
Autoimmunenzephalitis, einem Modell fur Multiple Sklerose, stattfindet. In
Nfkbiz’- Mausen werden IL-17, IL-21, IL-22 und IL-23 in Milz und Lymphknoten
in geringerem Mal3e produziert, was weniger IL-17* IFNy* T-Zellen sowie weniger
IL-17* IFNy- T-Zellen zur Folge hat. IkB{ kommt auch in dendritischen Zellen vor,
welche inflammatorische Zytokine produzieren fur die Differenzierung der CD4*
T-Zellen zu TH17-Zellen (Okamoto et al., 2010). Wird ein TLR oder IL-Rezeptor
durch z.B. Lipopolysaccharide (LPS) oder durch IL-1B stimuliert, wird folglich
mehr IKB-mRNA gebildet. Bei vermehrter |kB{-Expression steigt die
Ausschuttung des proinflammatorischen Zytokins IL-6 (Okamoto et al., 2010).
Liegt MCPIP1 in einer gewissen Konzentration vor, so wird Nfkbiz-mRNA
abgebaut, sodass weniger IKB( gebildet werden kann (Garg et al., 2015).
Umgekehrt wird bei einer niedrigen Konzentration von MCPIP1 IkB{ vermehrt
exprimiert. Somit wird davon ausgegangen, dass MCPIP1 proinflammatorische

Vorgange unterbindet, wahrend IkB{ diese verstarkt (Garg et al., 2015).

1.7 Pathobiont vs. Symbiont

Kommensale Bakterien lassen sich in Symbionten und Pathobionten unterteilen.
Wahrend Symbionten nie eine Erkrankung des menschlichen Individuums
ausloésen und sogar natzlich fur den Wirt sein kdnnen, kdnnen Pathobionten in
pradisponierten Wirten zur Inflammation beitragen und pathologische
Immunantworten hervorrufen (Round and Mazmanian, 2009, Chow and
Mazmanian, 2010, Chassaing and Darfeuille-Michaud, 2011). Ob Kommensale
nun als Pathobiont oder Symbiont fungieren, hangt im Wesentlichen von einer
Struktur des Bakteriums ab, dem Lipopolysaccharid (LPS). Das LPS ist in der
auleren Bakterienmembran gramnegativer Bakterien verankert und besteht aus
drei Bereichen: Lipid A, einem Core-Oligosaccharid und einem Polysaccharid,
dem O-Antigen (Alexander and Rietschel, 2001, Steimle et al., 2016). Die
ausschlaggebende Struktur ist das Lipid A, welches sich zwischen den einzelnen
Bakterienspezies hinsichtlich Acetylierung und Phosphorylierung unterscheidet.
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Das bakterielle LPS bindet an TLR4, einem Transmembranprotein, auf
dendritischen Zellen, und kann auf diese Weise mehr als 102 Gene aktivieren,
was die Ausschuttung diverser Zytokine und Immunreaktionen zur Folge hat
(Bjorkbacka et al., 2004). Je nach Struktur des Lipid A, wirkt das LPS entweder
als starker Agonist oder als Antagonist bzw. nur schwacher Agonist. Das LPS als
Agonist kann zu einer starken pro-inflammatorischen Immunantwort fihren,
wahrend das LPS als schwacher Agonist bzw. Antagonist nur eine
abgeschwachte pro-inflammatorische Reaktion bzw. sogar anti-inflammatorische
Immunantwort auslésen kann (Raetz and Whitfield, 2002, Zahringer et al., 1994).
Das LPS von E. coli gilt als starker Agonist, wohingegen das LPS von B. vulgatus
als schwacher Agonist fungiert. Die Relation zwischen hoch endotoxisch
wirkendem LPS (z. B. E. coli) und niedrig endotoxisch wirkendem LPS (z. B.
B. vulgatus) hat Auswirkungen auf die immunologische Balance des Darms.
Hoch endotoxisches LPS beglnstigt die Induktion von pro-inflammatorischen
TH1- und TH17-Zellen, wahrend niedrig endotoxisches LPS sich zugunsten der
Aktivierung der Tregs auswirkt, welche eine pro-inflammatorische Reaktion

verhindern und zur Homoéostase beitragen (Gronbach et al., 2014).

1.8 Vorarbeiten zum Thema

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass
gnotobiotische IL-27- Mause, welche eine Monokolonisierung mit B. vulgatus
erhielten, vor Colitis geschitzt sind, wohingegen eine Monokolonisierung mit E.
coli zu einer verstarkten TH1- und TH17-Antwort und damit zu einer Colitis fuhrte
(Muller et al., 2008). Eine Co-Kolonisierung der Mause sowohl mit E. coli als auch
mit B. vulgatus schitzte ebenso vor einer Colitis (Muller et al., 2008). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass dies nicht auf die Anzahl an E. coli
zuruckzufuhren ist, sondern auf die durch E. coli induzierte Bildung von IFNy,
TNFa und IL-10 (Muller et al., 2008). B. vulgatus sorgt fur die Entstehung
semimaturer dendritischer Zellen (CD40%", CD80'°, MHC-II"), was zu einer
vermehrten Produktion von IL-6 sowie einer geringeren Produktion von TNFa
fuhrt, was letzten Endes vor der Entstehung einer Colitis schitzt und
immunregulatorisch wirkt (Muller et al., 2008). Dahingegen fihrt E. coli zur
Entstehung maturer dendritischer Zellen (CD40M, CD80M, MHC-II"), was die

12



Produktion von IL-1, TNFa und TNF, IL-10 und IL-6 zur Folge hat (Muller et al.,
2008). Mit Mikrobiota, welche eine niedrige Endotoxizitat aufweist, kolonisierte
und T-Zelltransplantierte Rag1”- Mause weisen eine Homdostase auf, wahrend
mit hoch endotoxischer Mikrobiota kolonisierte keimfreie Rag1’- Mause zur
Ausbildung einer Darmentziindung nach T-Zelltransfer neigen. Ob Mause an
einer Colitis erkranken, hangt im Wesentlichen von der Endotoxizitat des LPS
und damit des Bakteriums ab. Das LPS von E. coli wirkt hoch endotoxisch,
wahrend das LPS von B. vulgatus eine niedrige Endotoxizitat aufweist (Gronbach
et al., 2014).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass gramnegative Bakterien Uber ihr LPS
die TLR-4 Rezeptorkaskade in Gang setzen. In Abhangigkeit der Starke der
agonistischen Aktivitdt des LPS kommt es letzten Endes zu einer
proinflammatorischen oder aber einer protektiven Immunantwort des Kérpers auf
die Mikrobiota (Steimle et al., 2019).

Auf mRNA-Ebene konnte ebenso in Vorarbeiten gezeigt werden, dass E. coli zu
einer erhdhten Produktion von IkB( in dendritischen Zellen fuhrt, wahrend jene

bei B. vulgatus schwacher ausgepragt ist (Michaelis et al., 2020).

1.9 Hypothese

Die kommensalen Darmbakterien lassen sich, wie oben erlautert, in
Pathobionten, welche vermehrt in einer Dysbiose vorkommen, und Symbionten,
welche zu einer Homoostase beitragen, aufteilen. In der vorliegenden
Doktorarbeit dient E. coli als Pathobiont, wohingegen B. vulgatus als Symbiont
fungiert. Beide Bakterienarten zahlen zu den gramnegativen Bakterien. Die
Bakterien werden Uber PRRs wie z.B. Toll-like-Rezeptoren von dendritischen
Zellen erkannt. Daraufhin laufen in der dendritischen Zelle verschiedene
Prozesse ab, welche IkB{ und MCPIP1 hoch- bzw. herunterregulieren kdnnen.
MCPIP1 kann, sofern es in Relation zu IkB{ Uberwiegt, dieses hemmen. In
Abhangigkeit davon, in welcher Relation MCPIP-1 und IkB{ zueinander
vorliegen, setzt die dendritische Zelle unterschiedliche Mengen an Interleukinen
frei, welche naive CD4* T-Zellen stimulieren. Daraufhin wird die naive CD4* T-
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Zelle zur Differenzierung in inflammatorische oder protektive Subtypen angeregt
und schuttet dementsprechende Interleukine aus.

Dendritische Zelle

.I_R "_\ CD4* T-Zelle

E. coli MCPIP1 ® IL-17
1

° IL-6 ®e o | 1
) ® o
IKBZ e o -1 ° IL-22

Pathobiont

e
\; IL-23
®
TLR Dendritische Zelle
? CD4* T-Zelle
B. vulgatus
MCPIP1

£
o
=2 [ ]
i<} IL-6 °

IL-17
=3 IKBT ® I ° IL-10
@ ® o IL-23

\_/

Darmlumen

Abbildung 2 Hypothese der Doktorarbeit

Wie in Abbildung 2 dargestellt, wird angenommen, dass, wenn ein Pathobiont, in
der Hypothese E. coli, im Darmlumen an die PRR der dendritischen Zelle bindet,
IkBZ im Vergleich zu MCPIP-1 im Uberschuss vorliegt, sodass es von MCPIP-1
nicht mehr effektiv inhibiert werden kann. Daraufhin werden u.a. IL-6, IL-23 und
IL-1B freigesetzt, welche die naive CD4* T-Zelle zur Differenzierung zu TH17-
Zellen anregen. Diese schiuttet daraufhin proinflammatorische Zytokine aus (IL-

17, IL-21, IL-22), welche zu einer TH17-vermittelten Autoimmunantwort fihren
konnen.

Bindet jedoch ein Symbiont, in der Hypothese B. vulgatus, im Darmlumen Uber
PRR an die dendritische Zelle, liegt in dieser hypothetisch MCPIP-1 im Vergleich
zu IkBZ im Uberschuss vor und kann dadurch IkBZ effizient hemmen, sodass
wiederum Interleukine nur in geringen Mengen freigesetzt werden. Dadurch
werden naive CD4* T-Zellen wiederum zur Differenzierung zu protektiven TH17-
Zellen (RORyt" IL-17* IL-10%) angeregt und schutten andere Zytokine aus,

welche zu einer protektiven TH17-Immunantwort fihren kdnnen.

14



1.10 Ziele der Doktorarbeit

Die vorliegende Doktorarbeit geht der Frage nach, ob MCPIP-1 und IkB{ im
Zeitverlauf durch kommensale Bakterien (E. coli als Pathobiont und B. vulgatus
als Symbiont) reguliert werden, ob diese Regulation TLR-4 abhangig ist und
inwiefern kommensale Darmbakterien die Proliferation und Polarisation naiver T-
Zellen beeinflussen. Durch Aufklarung der Mechanismen der Immunantwort als
Reaktion auf kommensale Darmbakterien erhofft man sich, die Pathogenese
TH17-vermittelter Autoimmunerkrankungen, insbesondere jene der chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen, besser zu verstehen und dadurch in Zukunft
neue, zielgerichtete Therapiemoglichkeiten, wie etwa die Verwendung

symbiotischer Darmbakterien oder ihrer Bestandteile, entwickeln zu kdnnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriéte
Tabelle 3: Geréte

Gerit
C1000 Touch Thermal Cycler
ELISA Washer 3 M8/4R

Flow Cytometer LSR Fortessa™

Heraeus CO2-Auto-Zero
InfiniteR F50 Absorbance

Microplate Reader

LightCyclerR 480 Instrument Il

NanoDrop™ One/One®
Mikrovolumen-UV/VIS
Spektralphotometer
Photometer
Pipettierhilfe
Sterilbank

Zeiss Mikroskop Axiovert 135
Zentrifuge 5415 D
Zentrifuge 5804 R
-80°C Tiefkuhlschrank
-20°C Tiefkuhlschrank
+4°C Kuhlschrank

Hersteller

BioRad

Tecan

BD Bioscience

Thermo Fisher Scientific

Tecan

Roche

Thermo Fisher

Eppendorf

Hirschmann Laborgerate
BDK

Carl Zeiss AG
Eppendorf

Eppendorf

GFL GmbH

Liebherr Premium

Liebherr Premium
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien
Material
12-Well-Platte
24-Well-Platte
6-Wellplatte
96-Well-Platte
Anaerogen
EASYstrainer™ Zellsieb 100 pm
Eppendorf-Cup
Facs-Tubes
Falcon™
Greiner-Réhrchen
Impfose

Injekt® 10 mL Einmalspritze

Sterican® Gr. 20 G 27 x 3/4““ [ 0,40

x 20 mm, grau
Pipettenspitzen

Zellschaber

2.1.3 Medien und Puffer
Tabelle 5: Medien

Medium
BHI-Medium

DC-Medium

Hersteller
Thermo-Fisher
Thermo-Fisher
Thermo-Fisher
Thermo-Fisher
Thermo Scientific
Greiner Bio-One
Eppendorf
Thermo-Fisher
Thermo-Fisher
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
B. Braun

B. Braun

Greiner Bio-One

Corning

Zusammensetzung

12,5 g Brain infusion solids

5 g Beef heart infusion solids

10 g Proteosepepton

2 g Glucose

5 g Natriumchlorid

2,5 g Dinatriumhydrogenphosphat
RPMI 1640

10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin

0,5% B-Mercaptoethanol

1% nicht-essentielle Aminosauren
20 mL GM-CSF
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LB-Medium

Separationsmedium

Stimulationsmedium

T-Zell-Medium

Verdaumedium

Tabelle 6: Puffer

Puffer

Erythrozyten-Lysepuffer

HBSS/FCS

Perm/Wash-Puffer

PBS/FCS

RLT-Lysepuffer

10 g L-1 Trypton
10 g L-1 NaCl

5 g L-1 Hefeextrakt
HBSS

5%FCS

2mM EDTA

RPMI

10% FCS

25mM HEPES

1% Penicillin/Streptomycin

1% nicht-essentielle Aminosauren
0,5 % B-Mercaptoethanol

1% Na-Pyruvat

RPMI

10% FCS

1M HEPES

1% Penicillin/Streptomycin

1% nicht-essentielle Aminosauren
1% Natrium-Pyruvat

0,5 % B-Mercaptoethanol

RPMI 1640

10% FCS

58.27 ul DNase (27460 U/ml)

300 pl Collagenase (0.1 g/ml)

Zusammensetzung

8.30 g L-1 NH4Cl

1 g L-1 NaHCOs3
3.7 g L-1 Na2EDTA
95% HBSS

5% FCS

PBS

3% FCS

10% Saponin

99% PBS

1% FCS

RLT

1% B-Mercaptoethanol
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2.1.4 Loésungen, Chemikalien und Agar

Tabelle 7: L6sungen und Chemikalien

Lésungen/Chemikalien
Collagenase
Cytofix/Cytoperm
DNase

EDTA

Fc-Block

FCS

GM-CSF

HBSS

HEPES
Leukozyten-Aktivierungs-Cocktail
LPS

MangoMix™
Natrium-Pyruvat
Nicht-essentielle Aminosauren
Ova-Peptid

PBS

PFA

RLT-Puffer

RNase-Free DNase Set
RPE-Puffer

RPMI

RW-Puffer

Saponin

TLR4 Inhibitor TAK-242
Trypanblau

Tween20
UltraComp eBeads™

B-Mercaptoethanol

Hersteller
Sigma-Aldrich
BD Biosciences
Sigma-Aldrich

Biochrom

Eigene Herstellung

Sigma-Aldrich

Eigene Herstellung

Thermo Fisher
Biochrom

BD Bioscience
Calbiochem
Bioline
Biochrom
Biochrom
EMC

Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
Quiagen
Quiagen
Quiagen
Thermo Fisher
Quiagen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

1 % Trypanblau
2,5 % NaHCOs3
Biochrom

eBioscience
Sigma-Aldrich
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Tabelle 8: Agar
Agar
BHI
Chloramphenicol-LB
Columbia Agar mit 5% Schafsblut

Columbia CNA-Agar mit 5%
Schafsblut
Endo

Kanamycin-LB

2.1.5 Antibiotika
Tabelle 9: Antibiotika

Antibiotikum
Gentamycin

Penicillin/Streptomycin

2.1.6 Kits

Tabelle 10: Kits
Kit
Naive CD4* T Cell Isolation Kit
QuantiFast SYBR Green RT-PCR

Kit Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen

CellTrace™ CFSE Cell Proliferation

Kit

2.1.7 Antikérper
Tabelle 11: Antikérper

Hersteller
Eigene Herstellung
Eigene Herstellung
Biomerieux

Biomerieux

Eigene Herstellung

Eigene Herstellung

Hersteller
Sigma Aldrich

Biochrom

Hersteller

Miltenyi

QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit
Qiagen

RNeasy Mini Kit Qiagen

Thermo Fisher

Fluoreszenz Antikorper Reaktivitdt Klon Hersteller

APC CD11c Maus HL3 BD Biosciences
CD3e Maus 145-2C11 BD Biosciences
CD25 Maus PC61 BD Biosciences
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APC-Cy7

BV421

(Pacific Blue)

BV510

(AmCyan)

BV605 (Qdot)

FITC

PE

MHC-II (I-Ab)
RORyt
CD45
FVD780
IL-17A
CD4
FoxP3
FVD450
MHC-II
RORyt
T-bet
CD103
CD4
FVD506
IL-10
CD11b

CD4

Ova-TCR
(VB5.1,5.2
TCR)
MCPIP1
IFNy
CD45R
CDo64
CTLA-4

IL-17 A
IL-4
Ly6C/G

Maus
Maus
Maus
intrazellular
Maus
Maus
Maus
intrazellular
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
intrazellular
Maus

Maus

Maus

Maus

Maus
Maus
Maus
Maus

Maus

Maus

Maus

Maus
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AF6-120.1
Q31-378
30-F11

TC11-18H10
GK-1.5
MF23

AF6-120.1
Q31-378
4B10
M290
GK-1.5

JES5-16E3
M1/70

GK-1.5

MR9-4

polyclonal
XMG1.2

16A
X54-5/7.1
UC10-4F10-
11
TC11-18H10
11B11
GR-1/RB-
68C5

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
eBioscience
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
eBioscience
BD Biosciences
BD Biosciences
BioLegend

BD Biosciences
BD Biosciences
eBioscience
BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

biorbyt

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences
BD Biosciences

BD Biosciences



PE-Cy7

PerCP-Cy 5.5

2.1.8 Primer
Tabelle 12: Primer
Gen
Actb-
B-Actin
Nfkbiz-
IkB{
Zc3h12a-
MCPIP1 A2
CTLA-4-
CTLA-4 HL3

2.1.9 Bakterien
Tabelle 13: Bakterien
Bakterium
B. vulgatus mpk
E. coli mpk2

2.1.10 Méduse

Tabelle 14: Méuse
Genotyp
C57BLI/6
oT-l

CD11c
FoxP3
GATA-3
IFNy
CD25
kB

Maus
Maus
Maus
Maus
Maus

Maus

NCBI Gene ID

11461.0

80859.0

230738.0

12477.0

HL3
FJK-16s
L50-823
XMG1.2
PC61
LK2NAP

Sequenz

BD Biosciences
eBioscience

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

eBioscience

F: CCCTGTGCTGCTCACCGA

R: ACAGTGTGGGTGACCCCGTC

F: GCTCCGACTCCTCCGATTTC

R: GAGTTCTTCACGCGAACACC

F: GCCTATCACAGACCAGCACA

R: ACGTGTCATTGGAGACCACC

F: GCTTCCTAGATTACCCCTTCTGC
R: CGGGCATGGTTCTGGATCA

Hersteller

Max von Pettenkofer Institut Minchen

Max von Pettenkofer Institut Miinchen

Herkunft

Charles River, USA

Eigene Zucht
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Rag1”’- Eigene Zucht
TLR27 x TLR4"- Eigene Zucht
TLR4 Eigene Zucht

2.2 Methoden
2.2.1 Zellisolation und Zellkultur

2.2.1.1 Isolation und Kultivierung von knochenmarksgereiften dendritischen
Zellen (BMDC)

Fir die Isolation der knochenmarksgereiften Progenitorzellen wurden weibliche,
6 bis 16 Wochen alte Mause verwendet. Die Mause wurden durch Begasung mit
CO2 und anschlieRendem Genickbruch getotet. Zur Isolation des Knochenmarks
wurden jeweils beidseits Femur und Tibia der Mause verwendet. Die Femur und
Tibia umgebende Haut und Muskelschicht wurde entfernt und das Knochenmark
anschlielend steril mit einer 10 mL Spritze und einer 0.4 x 20 mm G-Kanule mit
sterilem PBS durch ein 100 ym Sieb gespult und aufgefangen. Im Folgenden
wurde die Zellsuspension bei 400 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand nach
dem Zentrifugieren wurde verworfen und die Zellpellets mit jeweils 10 mL des
DC-Mediums resuspendiert. Im Folgenden erfolgte die Zahlung der vitalen
dendritischen Zellen mittels einer Neubauer Zahlkammer unter dem Mikroskop.
Hierzu wurde zunachst eine 1:10 Verdlinnung der Zellsuspension in Trypanblau
angefertigt. Nach der Zahlung der Zellen wurden jeweils 10 mL des DC-Mediums
und jeweils 2x10° Zellen in sterile Petrischalen ausgesat. Die ausgesaten Zellen
wurden bei einer Temperatur von 37°C und 5% CO:2 fur zwei Tage inkubiert. Am
dritten Tag wurden pro Petrischale 10 mL frisches DC-Medium hinzugefugt. An
Tag 6 wurden aus jeder Petrischale 10 mL des DC-Mediums entfernt, gepoolt
und bei 400 x g fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 10 mL frischem DC-Medium resuspendiert und schlie3lich zurtick in
die Petrischalen gegeben. In jede Petrischale wurden zusatzlich 10 mL frisches

DC-Medium hinzugefligt. Durch die Kultivierung reifen die aus dem
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Knochenmark isolierten Progenitorzellen zu dendritischen Zellen heran und

kénnen an Tag 7 geerntet und fir Experimente verwendet werden.

2.2.1.2 Isolation von naiven CD4*-T-Zellen

Fir die Isolation naiver CD4*-T-Zellen wurden weibliche 6 bis 16 Wochen alte
Mause verwendet. Die Mause wurden durch Begasung mit Kohlenstoffdioxid und
anschlieBendem Genickbruch getdtet. Folglich wurden die Milzen der Tiere
herausprapariert, von Fett befreit und in mit 10 mL PBS (mit MgCl,
CaCl2/FCS (1%) geflllte Falcons uberfuhrt. AnschlieRend wurden die Milzen und
PBS/FCS (1%) in ein abgekochtes Sieb gegeben und mittels eines sterilen
Spritzenstempels durch das Sieb in eine Petrischale passiert. Die
Milzzellsuspension wurde durch einen 100 um-Filter in einen Falcon pipettiert,
5 min bei 400 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Pro Milz wurden
4 mL ELP hinzugegeben und das Zellpellet resuspendiert. Bei kontinuierlicher
Rotation wurde die Zellsuspension fur 7 min bei RT inkubiert und folglich mit
16 mL eiskaltem PBS/FCS (1%) pro Milz aufgefullt, erneut durch einen 100 pym-
Filter in ein Falcon pipettiert und auf 50 mL nochmals mit eiskaltem PBS
aufgefullt. Nach abermaliger Zentrifugation fur 5 min bei 400 x g wurde der
Uberstand abgesaugt und alle Zellpellets in 5 mL PBS/FCS (1%) gepoolt. Nach
Auszahlen der Zellen mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer wurde nochmals bei
400 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde
pro 107 Zellen mit 40 uL PBS/FCS (1%) resuspendiert, mit 20 uL Biotin-Antibody-
Cocktail gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Pro 107 Zellen wurden 20 uL Anti-
Biotin-MicroBeads, 20 yL PBS/FCS (1%) und 10 pL Anti-CD44-MicroBeads
zugegeben. Anschliel3end wurden die Zellen fir 10 min auf Eis inkubiert, danach
auf 50 mL mit eiskaltem PBS/FCS (1%) aufgefullt und fur 10 min bei 300 x g bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 9 mL
PBS/FCS (1%) (x mL = 3 - n; n = verwendete Anzahl an Saulen) resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde auf die mit PBS/FCS (1%) angefeuchteten Saulen des
MACS-Apparates pipettiert, mit jeweils 9 mL PBS/FCS (1%) gespult und in einem
15 mL Falcon aufgefangen. Es erfolgt eine Zentrifugation fir 5 min bei 400 x g,

der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 0.5 mL kaltem
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PBS/FCS (1%) resuspendiert. Die Zellen wurden in einer Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt, die Zellsuspension abermals zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Das Zellpellet wurde entsprechend der Anzahl an geplanten T-
Zelltransplantationen fiir 5x10° Zellen pro 100 pL in PBS (s. 2.2.4.2) bzw. fir die
Co-Kultur (s. 2.2.3.2) in PBS/FCS (1%) resuspendiert.

Ein Teil der isolierten CD4*-T-Zellen wurde fir die Kontrolle der Naivitat der T-
Zellen mittels FACS verwendet (siehe 2.2.5).

2.2.2 Kultivierung und Quantifizierung von Bakterien

2.2.2.1 Kultivierung von B. vulgatus mpk

Fir die Kultivierung wurden 50 yL des B. vulgatus mpk-Stocks in 5 mL LB-
Medium mit Schweineleber gegeben und fir 3 Tage anaerob bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden 5 mL der Bakteriensuspension zu 45 mL BHI-Medium

gegeben und nochmals fur einen Tag anaerob bei 37°C kultiviert.

2.2.2.2 Kultivierung von E. coli mpk

Fir die Kultivierung wurden 50 uL des E. coli mpk-Stocks in 5 mL LB-Medium
Uberfuhrt und bei 37°C aerob und schittelnd Uber Nacht inkubiert. Der
Ubernachtkultur wurden 300 pL entnommen, in 20 mL frisches LB-Medium

Uberimpft und nochmals fur 2,5 Stunden bei 37°C aerob und schuttelnd kultiviert.

2.2.2.3 Quantifizierung der Bakterien

Die Bakteriensuspension wurde bei 4000 rpm fur 5 min zentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt. Die Bakterien wurden anschlieBend in sterilem PBS
resuspendiert und folglich quantifiziert. Hierzu wurde im Photometer eine 1:20-
Verdinnung der Bakterien bei ODsoo gemessen. Eine ODsoo von 1 entspricht

5x108 Bakterien pro mL.

2.2.2.4 Trinkwasserzubereitung mit Bakterien fur in vivo-Mausmodelle

Die Kultivierung und Quantifizierung der Bakterien erfolgten wie oben erwahnt.

Pro Trinkflasche wurde ein Volumen von 200 mL bendtigt. Eine finale
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Konzentration von 1x108 Bakterien/mL wurde in 200 mL autoklaviertem

Trinkwasser zubereitet.

2.2.2.5 Bestimmung der bakteriellen koloniebildenden Einheit (CFU)

Fazes der Mause wurden gesammelt, gewogen, in 1000 pL sterilem PBS gelost
und in verschiedenen Verdinnungen auf KV-, Endo-, CNA-, Blut- und BHI-
Agarplatten ausplattiert, um die koloniebildenden Einheiten pro g Fazes (CFU)
zu bestimmen oder die Keimfreiheit bzw. die erfolgreiche Kolonisation mit

B. vulgatus mpk bzw. E. coli mpk nachzuweisen.
2.2.3 Stimulation

2.2.3.1 Stimulation knochenmarksgereifter dendritischer Zellen (BMDC)

Hierbei wurden zunachst die kultivierten knochenmarksgereiften dendritischen
Zellen (s. 2.2.1.1) mit einem Zellschaber aus den Petrischalen geldst und die
Zellsuspension bei 400 x g fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Zellpellet in 10 mL Medium resuspendiert. Anschliellend wurden die vitalen
dendritischen Zellen in einer 1:10 Verdinnung in Trypanblau in einer Neubauer-
Zahlkammer ausgezahlt und 2x10° Zellen in einer 6-Wellplatte ausgesat. Mit DC-
Medium wurde auf 2000 uL aufgefullt und pro Well 2 uL Gentamycin hinzugefugt.
Die Zellen wurden 1 Stunde lang bei 37°C und 5% COzinkubiert. Wahrend dieser
Zeit wurden die Bakterien quantifiziert (s. 2.2.2.3) und anschlielend die Zellen
fur 2 Stunden, 4 Stunden oder 16 Stunden mit der Bakteriensuspension,
entsprechend einer Mulitplizitat der Infektion (mulitplicity of infection, MOI) von 1
bzw. dem Bakterien-LPS (100 ng/mL) stimuliert. Bei den Zellen, welche
zusatzlich mit TAK242, einem TLR4-Inhibitor, stimuliert wurden, wurde dieser 1
Stunde vor der bakteriellen Stimulation in der Konzentration von 10 uM

hinzugegeben.

Nach Beenden der Stimulationszeit wurden die Zellen mit einem Zellschaber aus
den Wells geldst, in Eppendorfgefalle Uberfihrt und bei 400 x g fir 5 min

zentrifugiert, um sie fur die weitere Analyse zu verwenden.
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2.2.3.2 Stimulation und Co-Kultivierung dendritischer Zellen mit T-Zellen

Hierbei wurden mit B. vulgatus mpk bzw. E. coli mpk stimulierte dendritische
Zellen von WT-Mausen mit naiven T-Zellen aus OT-ll Mausen co-kultiviert. Der
Versuch diente zur Untersuchung der Polarisation und Proliferation naiver T-
Zellen und Expression ihrer Interleukine bei Aktivierung durch B. vulgatus mpk
bzw. E. coli mpk-stimulierte dendritische Zellen. T-Zellen von OT-lI-Mausen
exprimieren einen OT-II-T-Zellrezeptor, der spezifisch fur das Hihner-Ovalbumin
323-339 (Ova-Peptid) ist. Ovalbumin ist fur das Immunsystem ein Antigen,
weshalb es von dendritischen Zellen erkannt und mittels MHC-II-Molekilen auf
der Oberflache der dendritischen Zellen den naiven, CD4* T-Zellen prasentiert
wird. Das durch MHC-Il prasentierte Ovalbumin bindet spezifisch an OT-II-T-
Zellrezeptoren und sorgt somit fur eine Aktivierung der naiven, CD4* T-Zelle
(Robertson et al., 2000).

Zur Bestimmung der Proliferation wurde das CellTrace™ CFSE Cell Proliferation

Kit verwendet.

Es ergab sich ein Versuchsaufbau mit folgenden Kombinationen der einzelnen

Bestandteile:

Tabelle 15: Kombinationsschema Co-Kultur

Gruppe Dendritische T-Zellen CellTrace™ Ova-Peptid
Zellen CFSE Cell
Proliferation
Kit
1 X X X X
2 X X X
3 X X X
4 X X
5 X X
6 X
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Zunachst wurden BMDCs wie in 2.2.1.1 beschrieben isoliert und kultiviert. An
Tag 7 wurden die dendritischen Zellen geerntet und bei 400 x g fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellpellets jeder Maus in
5mL Stimulationsmedium resuspendiert. Die Zellen wurden in einer
1:10 Verdlinnung mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt,
5x10° dendritische Zellen pro Well in 500 pyL Stimulationsmedium in einer 24-

Wellplatte ausgesat und 1 h ruhen gelassen.

Wahrenddessen wurden die kultivierten Bakterien B. vulgatus mpk (s. 2.2.2.1)
und E. colimpk (s. 2.2.2.2) quantifiziert (s. 2.2.2.3). Die dendritischen Zellen
wurden mit der Bakteriensuspension mit einer MOI von 1 stimuliert, 5 puL einer
1:10 Vorverdunnung von Gentamycin in jedes Well pipettiert und bei 37°C fur
16 h inkubiert. Nach Ablauf der Stimulation wurden die dendritischen Zellen
abgekratzt und pro Well 1 x 10° Zellen (entspricht 100 yL der Zellsuspension) in
eine 96-Wellplatte Uberflhrt.

Nun wurden jeweils 10 yL Ova-Peptid in einer 1:20 Verdinnung zu den Zellen in
die Wells pipettiert, um eine Konzentration von 10 ug/mL zu erreichen, und die
Zellen anschlie3end fur 2 h bei 37°C inkubiert.

In dieser Zeit erfolgte die Isolation der T-Zellen aus 10 OT-lI-Mausen (s. 2.2.1.2).
Die isolierten und gezahlten naiven CD4*-T-Zellen wurden in PBS/FCS (1%)
resuspendiert. Die eine Halfte der Zellen wurden als ungefarbte Zellkontrolle
beiseite genommen, die andere Halfte wurde mit CellTrace™ CFSE Cell
Proliferation Kit gefarbt. Hierbei wurde das CellTrace™ CFSE Cell Reagent
1:1000 in der zu farbenden Zellsuspension (fur 5 uM Working Concentration)
verdunnt und 10 min bei 37°C lichtgeschutzt im Wasserbad mit gelegentlichem
Durchmischen inkubiert. AnschlieBend wurde mit eiskaltem FCS auf das
zehnfache Farbevolumen aufgefillt und gemischt, um noch freie CSFE-Reste zu
entfernen. Die Zellsuspension wurde bei 400 x g fur 5 min zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 10 mL vorgewarmtem
Stimulationsmedium resuspendiert. Nach Wiederholen des Waschvorgangs
wurde das Zellpellet in 1 mL Stimulatonsmedium resuspendiert. Die T-Zellen

wurden gezahlt. Nach Ablauf der Inkubation der dendritischen Zellen mit Ova-
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Peptid wurde die 96-Wellplatte bei 400 x g fir 5 min zentrifugiert, der Uberstand
wurde entfernt und die Zellpellets in 100 yL Stimulationsmedium resuspendiert.
In die Wells wurden jeweils 2 x 10° Zellen (entspricht 100 uyL der T-
Zellsuspension) mit bzw. ohne CFSE-Farbung pipettiert. Daneben ergaben sich

4 Kontrollgruppen:

1) eine Co-Kultur von dendritischen Zellen mit CSFE-markierten T-Zellen,
jedoch ohne das fur die Aktivierung des T-Zellrezeptors notwendige
Ovalbumin. Hier ware demnach keine T-Zellaktivierung zu erwarten.

2) eine Co-Kultur von dendritischen Zellen mit T-Zellen, jedoch ohne CFSE-
Markierung und ohne Ovalbumin-Inkubation, um zeigen zu kénnen, dass
keine T-Zellaktivierung und Proliferationsmessung erfolgen kann.

3) mit Ovalbumin inkubierte dendritische Zellen.

4) dendritische Zellen.

Die 96-Wellplatte wurde lichtgeschutzt bei 37°C fur 24h inkubiert.

Fiar die T-Zellkontrolle wurden einmal ungefarbte T-Zellen sowie mit CFSE-
gefarbte T-Zellen nach 2.2.5 fixiert und lichtgeschiitzt bis zur Uberpriifung der
Naivitat der T-Zellen mittels FACS-Analyse bei 4°C gelagert.

An Tag 11 wurde in die Wells der cokultivierten Zellen jeweils 2 yL einer
1:5 Verdunnung des Leukozyten-Aktivierungscocktails (LAC) fur eine finale
Konzentration von 2 uL LAC pro mL Zellkultur pipettiert und die Zellen
anschlieend bei 37°C fur 4 h inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurden die
Zellen bei 400 x g fiir 5 min zentrifugiert, die Uberstande in neue Eppendorf-Cups
uberfuhrt und bei -20°C weggefroren, um zu einem spateren Zeitpunkt in einem
weiteren Versuch dendritische Zellen mit den Uberstdnden stimulieren zu
konnen. Die Zellpellets wurden nach 2.2.5 fixiert und fur die FACS-Analyse
gefarbt.

2.2.3.3 Stimulation von WT-BMDCs mit Uberstanden aus stimulierten WT-
BMDCs

Hierbei wurden gepoolte, steril filtrierte Uberstéande der 16 h mit PBS, B. vulgatus

und E. coli stimulierten WT-BMDCs verwendet. Neu isolierte WT-BMDCs wurden
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fur 2 h, 4 hund 16 h mit 400uL in insgesamt 1 mL Stimulationsvolumen der oben
genannten steril filtrierten Uberstdnden stimuliert. Nach dem jeweiligen

Stimulationszeitpunkt wurde nach 2.2.5 sowie 2.2.6 vorgegangen.

2.2.4 In vivo-Modelle

Alle Tierversuche, die fur diese Arbeit durchgeflhrt wurden, wurden vom
Regierungsprasidium Tubingen genehmigt unter den Nummern H1/15, §4
09.01.2015, §4 14.06.2017 und §4 28.09.2017.

2.2.4.1 Monokolonisierung gnotobiotischer C57BL/6-Mause mit Kommensalen
und anschlieRende Isolation der Zellen aus mesenterialen

Lymphknoten und intestinaler Lamina propria

Um den Einfluss kommensaler Darmbakterien auf die T-Zellpolarisation und auf
die Expression von MCPIP1 und IkB{ hin zu untersuchen, wurde ein in vivo-
Mausmodell durchgefiihrt. Hierzu wurden 6 bis 8 Wochen alte, weibliche und
mannliche keimfreie C57BL/6-Mause verwendet. Die Tiere wurden in drei

Gruppen a 5 Mause aufgeteilt:

Tabelle 16: Versuchsgruppen in vivo-Versuch 1

Gruppe Kolonisierung

1 Keimfreie Kontrollgruppe
2 B. vulgatus mpk

3 E. coli mpk

Gruppe 1 war die Kontroligruppe, welche keimfrei blieb. Gruppe 2 bekam
B. vulgatus mpk und Gruppe 3 E. coli mpk in einer Konzentration von jeweils
1x108 Bakterien/mL Uber das Trinkwasser fiir die Dauer eines Tages verabreicht.
Vor Beginn des Experiments sowie nach einer Woche wurden Fazesproben der
Tiere gesammelt, in sterilem PBS verdunnt und auf Endo-, BHI-, CNA-, Blut- und
KV-Agarplatten ausplattiert, um die Keimfreiheit bzw. Kolonisation mit
B. vulgatus mpk respektive E. colimpk zu bestatigen. Auch das verabreichte
Trinkwasser wurde auf seine Keimfreiheit bzw. die Kolonisation mit

B. vulgatus mpk bzw. E. coli mpk hin Uberpruft.
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Die Tiere wurden nach 2 Wochen der Kolonisierung flr die Analyse mittels
Begasung durch CO2z und Genickbruch getdtet. Caecumfazes wurden
entnommen, gewogen und auf Endo- und KV-Agarplatten ausplattiert, um die

Kolonisation bzw. Keimfreiheit der Tiere nachzuweisen.

Mesenteriale Lymphknoten wurden entnommen, in PBS/FCS (1%) gegeben und
durch ein Zellsieb passiert. Die Zellsuspension wurde bei 400 x g bei 4°C fur
5 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in 1 mL PBS/FCS
resuspendiert und die Zellen gezahlt. Bis zur Fixierung wurden die Zellen bei 4°C

gelagert.

Fir die Isolation von DC und T-Zellen aus der Lamina propria wurden Coecum,
Colon und Dinndarm entnommen und jeweils ca. 1 cm fir die RNA-Isolation
verwendet. Das lleum wurde von Peyers-Plaques und Fett befreit und getrennt
von Coecum und Colon verarbeitet. Das isolierte Darmgewebe wurde langs
aufgeschnitten, in Sticke von ca. 1,5cm Lange geschnitten und in
Schottflaschen mit jeweils 30 mL Separationsmedium gegeben. Fur 20 min bei
37°C wurden die Darmabschnitte riihrend im Wasserbad inkubiert, anschlieRend
durch ein Zellsieb geschuttet, in 30 mL frisches Separationsmedium Uberfuhrt
und nochmals bei 37°C fur 20 min rihrend im Wasserbad inkubiert. Die Flaschen
wurden kurz gevortext, der Inhalt wurde erneut durch ein Zellsieb geschuttet und
die Darmstiicke in kleinere Sticke geschnitten. Diese wurden in jeweils 20 mL
Verdaumedium uberfuhrt und bei 37°C fur 15 min im Wasserbad inkubiert. Der
Inhalt wurde 20 s gevortext, durch ein Zellsieb geschuttet und mit eiskaltem
HBSS/FCS (1%) auf 50 mL aufgefillt. Der Durchfluss wurde bei 400 x g, 10 min
und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 50 mL
eiskaltem HBSS/FCS resuspendiert. Nach weiterer Zentrifugation fur 10 min bei
400 x g wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 1 mL PBS/FCS (1%)
resuspendiert. Mithilfe der Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen gezahlt und
bis zur Fixierung bei 4°C gelagert. Fur die Analyse der dendritischen Zellen wurde
nach 2.2.5 fortgefahren. Fur die Analyse der T-Zellpopulationen erfolgte noch
eine Aktivierung der T-Zellen (siehe 2.2.4.3).
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2.2.4.2 Monokolonisierung gnotobiotischer Rag1”- Mduse mit Kommensalen
und T-Zelltransfer und anschlie3ende Isolation der Zellen aus

mesenterialen Lymphknoten und intestinaler Lamina propria

Um den Einfluss kommensaler Darmbakterien auf die T-Zellpolarisation und die
Expression von MCPIP1 und IkB{ in Unabhangigkeit von B-Zellen zu
untersuchen, wurde ein in vivo-Mausmodell durchgefiihrt. Hierzu wurden 6 bis

8 Wochen alte keimfreie Rag1”- Mause verwendet und in 6 Gruppen eingeteilt:

Tabelle 17: Versuchsgruppen in vivo-Versuch 2

Gruppe Behandlung

Keimfrei

B. vulgatus mpk + T-Zellen
E. coli mpk + T-Zellen
Keimfrei + T-Zellen

B. vulgatus mpk

OO a A~ WO N =

E. coli mpk

Die Kolonisierung erfolgte fur einen Tag mit B. vulgatus mpk bzw. E. coli mpk in
einer Konzentration von jeweils 1x108 Bakterien/mL Uber das Trinkwasser.
Wodchentlich wurden Fazesproben gesammelt und auf CNA-, BHI-, Blut-, Endo-
und KV-Agarplatten ausplattiert, um die Keimfreiheit bzw. erfolgreiche
Kolonisierung zu uberprifen und mdgliche Kontaminationen auszuschliel3en.
Auch das verabreichte Trinkwasser wurde auf seine Keimfreiheit bzw. die

Kolonisation mit B. vulgatus mpk bzw. E. coli mpk hin Uberprtift.

Nach 4 Wochen wurden naive CD4*-T-Zellen aus C57BL/6-Mausen isoliert
(siehe 2.2.1.2) und in die Versuchsgruppen 2, 3 und 4 intraperitoneal in einer
Konzentration von 5x10° T-Zellen pro 100 uL Zellsuspension appliziert.

2 Wochen nach erfolgter T-Zelltransplantation erfolgte die Analyse.

Die Tiere wurden fur die Analyse mittels Begasung durch CO2 und Genickbruch
getotet. Coecumfazes wurden entnommen und auf Endo- und KV-Agarplatten
ausplattiert, um die Kolonisation bzw. Keimfreiheit der Tiere nachzuweisen.
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Mesenteriale Lymphknoten wurden entnommen, in PBS/FCS (1%) gegeben und
durch ein Zellsieb passiert. Die Zellsuspension wurde bei 400 x g bei 4°C fir
5 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in 1 mL PBS/FCS
resuspendiert und die Zellen gezahlt. Bis zur Fixierung wurden die Zellen bei 4°C
in PBS/FCS (1%) gelagert.

Coecum, Colon und Dunndarm wurden entnommen und langs aufgeschnitten, in
Sticke von ca. 1,5cm Lange geschnitten und in jeweils 20 mL
Separationsmedium gegeben. Fur 20 min bei 37°C wurden die Darmabschnitte
im Wasserbad inkubiert, anschliel3end flr 10 s gevortext und durch ein Zellsieb
geschuttet, in 20 mL frisches Separationsmedium Uberfuhrt und nochmals bei
37°C fur 20 min im Wasserbad inkubiert. Der Inhalt wurde erneut gevortext, durch
ein Zellsieb geschittet, die Darmstlcke in 20 mL Waschpuffer gegeben und fir
10 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Der Inhalt wurde abermals in ein
Zellsieb gegeben und in kleinere Stucke geschnitten. Diese wurden in jeweils
20 mL Verdaumedium Uberfuhrt und bei 37°C flr 15 min im Wasserbad inkubiert.
Anschlieltend wurde es 20 s gevortext, durch ein Zellsieb geschittet und mit
eiskaltem HBSS/FCS auf 50 mL aufgefillt. Der Durchfluss wurde bei 400 x g,
10 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 50 mL
eiskaltem HBSS/FCS resuspendiert. Nach weiterer Zentrifugation fur 10 min bei
400 x g wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 1 mL PBS/FCS
resuspendiert. Mithilfe der Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen gezahlt,
jeweils 1 x 10° Zellen in zwei Eppendorfgefaie fir die DC- bzw. T-Zellproben
uberfuhrt und bis zur Fixierung bei 4°C gelagert. Fur die Analyse der
dendritischen Zellen wurde nach 2.2.5 fortgefahren. Fur die Analyse der T-
Zellpopulationen in den T-zelltransplantierten Gruppen erfolgte noch eine
Aktivierung der T-Zellen (siehe 2.2.4.3).

2.2.4.3 T-Zellaktivierung

Dieser Schritt dient der Generierung einer primaren Zytokinantwort der T-
Zellen. Die Zellsuspensionen von Colon, Coecum, Dlinndarm und
mesenterialen Lymphknoten fir die Analyse der T-Zellpopulationen wurden fir
5 min bei 400 x g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellpellets in
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jeweils 1 mL T-Zellmedium und 2 uL LAC resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde in 24-Well-Platten ausgesat und fur 4 h bei 37°C inkubiert. AnschlielRend

wurden die Zellen fixiert (siehe 2.2.5).

2.2.5 Fixierung und intra-/extrazelluldre Farbung der Zellen fiir die
Durchflusszytometrie (FACS)

Die Zellen wurden bei 400 x g 5 min lang zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Die Zellpellets wurden in 100 pyL Fc-Block resuspendiert und auf eine
96-Wellplatte Ubertragen. Die Zellen wurden in diesem Fc-Block, welcher nicht-
spezifische Bindungen von Immunglobulinen an Fc-Rezeptoren blockieren soll,
fur 15 min bei 4°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen
bei 400 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellpellets
wurden in 100 yL PBS resuspendiert und abermals bei 400xg 5 min
zentrifugiert, um die Zellen zu waschen. Nach Absaugen des Uberstands wurden
die Zellen mit Ausnahme einer ungefarbten Kontrolle in 100 yL des 1:1000 in
PBS verdinnten FVD resuspendiert und 30 min bei 4°C inkubiert. Der FVD
ermdglicht eine Lebend-/Totfarbung der Zellen. Bei toten Zellen kann der
Farbstoff leichter durch die Membran diffundieren, irreversibel an Zellstrukturen
binden und sorgt so fur eine kraftigere Farbung der toten Zellen im Gegensatz zu
den lebenden Zellen, welche weniger Farbstoff aufnehmen und so eine geringere
Fluoreszenzintensitat vorhanden ist. Anschlieliend erfolgte wiederum eine
Zentrifugation bei 400 x g fur 5 min. Die Zellpellets wurden in 200 pL
Cytofix/Cytoperm resuspendiert und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Cytofix/Cytoperm ermdglicht eine Fixierung der Zellen, um die Struktur der Zellen
zu erhalten und fuhrt gleichzeitig zu einer starkeren Permeabilisierung der Zellen,
um sie fur die spatere intrazellulare Farbung mit AntikGrpern durchlassig zu
machen. Nach abermaliger Zentrifugation bei 400 x g, 5 min, erfolgte das

Resuspendieren der Zellpellets in 100 yL Perm/Wash-Puffer.

Fir die Farbung der Zellen wurde ein Mastermix erstellt, welcher sich aus 50 pL
Perm/Wash-Puffer und 0.5 yL Antikdrper (bei Farbung extrazellularer Proteine)
bzw. 1.0 yL Antikérper (bei Farbung intrazellularer Proteine) pro Sample
zusammensetzt. Fur die spatere Auswertung wurden Kontrollen angefertigt. Die
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FMO-Kontrollen enthalten alle in der Farbung enthaltenen Antikorper mit
Ausnahme eines Antikorpers. Dies ermoglicht bei der Auswertung das Setzen
entsprechender Gates und damit die Unterscheidung positiver
(fluoreszenzmarkierter) von negativen (nicht-fluoreszenzmarkierter)
Zellpopulationen und Proteinen. Des Weiteren wurde flr jeden einzelnen in der
Farbung enthaltenen Antikdrper eine Einzelfarbung als Gegenkontrolle zu den
FMO-Kontrollen erstellt. Hierbei wurde ein Pool aus den Zellen einiger Wells
hergestellt und davon je 100 uL pro Kontrolle auf die 96-Wellplatte Ubertragen.
Pro Kontrolle wurden 50 yL PBS/FCS (1%) und die dazugehaorigen Antikorper in
entsprechendem Volumen zusammenpipettiert. Anschlieend wurden pro Probe
50 uL des Mastermixes bzw. des Kontrollmixes pipettiert und flr 30 min bei 4°C
inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen bei 400 x g fur 5 min zentrifugiert, das
Zellpellet in 100 yL PBS/FCS (1%) resuspendiert und in FACS-RoOhrchen

ubertragen.

Fir die Kompensation wurden 100puL PBS/FCS (1%), 1 Tropfen
UltraCompensation Beads wund 0.1puL des jeweiligen Antikorpers
zusammengefugt, 10 min bei RT inkubiert, bei 400 x g 5 min lang zentrifugiert,
anschlieBend das Beadpellet in 100 yL PBS/FCS (1%) resuspendiert und in
FACS-RoOhrchen Ubertragen.

Die anschlieend durchgefiihrte Durchflusszytometrie (FACS) dient der Analyse
mittels Antikorper fluoreszenzmarkierte Zellen und ermdglicht somit eine
quantitative  Bestimmung verschiedener Zellpopulationen, intra- und

extrazellularer Proteine, Zytokine und Oberflachenmolekle.

2.2.6 RNA-Isolation und DNase-Verdau

Um spater eine qRT-PCR durchfuhren zu kénnen, erfolgte davor die RNA-
Isolation. Hierbei wurden Gewebestlicke des Colons und des lleums aus
C57BL/6 Mausen chemisch durch die Zugaben von 600 pL RLT/1%B-
Mercaptoethanol und mechanisch durch Schutteln bei 20 Hz fur 1 min lysiert.
AnschlieRend wurde das RNeasy Mini Kit nach Herstellerangaben verwendet,
um RNA zu isolieren. Hierfir wurden die Zelllysate in 600 yL 70% EtOH
zugegeben und resuspendiert. EtOH 16st noch vorhandene Salze, aber nicht die
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RNA selbst auf. Das Gesamtvolumen wurde auf die RNeasy Mini Column
pipettiert und fir 20 s bei 8000 x g zentrifugiert, um EtOH abzuzentrifugieren und
das Nukleinsaurepellet zu erhalten. Der Durchlauf wurde verworfen. Auf die
RNeasy Mini Column wurden 500 yuL RPE-Puffer gegeben, abermals zentrifugiert
und der Durchlauf verworfen. Dieser Vorgang wurde wiederholt, aber nun 2 min
bei 8000 x g zentrifugiert. Anschlie®Bend wurde flir 1 min bei 14000 x g
zentrifugiert, um die Saule zu trocknen. Danach wurde 40 pL nucleasefreies
Wasser auf die RNeasy Mini Column gegeben. Nach 1 min Inkubation bei RT
erfolgte eine Zentrifugation bei 8000 x g fir 1 min. Die RNeasy Mini Column
wurde verworfen und der Durchlauf fur die Quantifizierung am Nanodrop
verwendet. Hierbei wurden 1 pL jeder RNA-Probe aufgetragen und bei Lid-
Faktor 50 bei einer Wellenlange von 260 nm die RNA-Konzentration in pg/uL
gemessen. Nun folgte der DNase-Verdau der isolierten RNA, um noch
vorhandene DNA abzubauen. Hierbei kam das RNase-free DNase Set zum
Einsatz. Dafir wurden 5 pug der isolierten RNA verwendet und mit
nucleasefreiem Wasser auf 50 pL aufgeflllt. Des Weiteren wurden 5 uL
10x DNase-Puffer, 1 yL rRNasin und 2 yL DNAse hinzugefugt. Nach einer
Inkubation von 30 min bei RT erfolgte die Zugabe von 6 yL DNAse Inactivation
Cocktail und eine Inkubation von 2 min bei RT. AnschlieBend wurde bei
10000 rpm fUr 1 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bei -80°C

eingefroren fur die spatere Genexpressionsanalyse mittels qRT-PCR.

2.2.7 Quantitative Echtzeit-PCR (QRT-PCR)

Die qRT-PCR ist ein Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsduren auf dem
Prinzip der PCR sowie zur Quantifizierung der Genexpression. Die nach 2.2.6
isolierte und DNase verdaute RNA wurde nach reverser Transkription in DNA
unverdinnt verwendet, um die DNA zu quantifizieren. Zur Quantifizierung ist die
Erstellung einer Standardreihe mit bekannter RNA-Konzentration notwendig. Zur
Herstellung der Standardreihe mit dem Verdlnnungsfaktor 1:2 wurde aus
mehreren RNA-Proben jeweils ein geringes Volumen enthommen und als
Standard 1 (Verdinnung 1:1) gepoolt. Fur Standard 2 (Verdinnung 1:2),
Standard 3 (Verdinnung 1:4) und Standard 4 (Verdunnung 1:8) wurden jeweils

5 uL nucleasefreies Wasser vorgelegt und 5 uyL der RNA-Lésung aus dem
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vorherigen Verdunnungsschritt hinzu pipettiert. Zwischen den Entnahmen aus

der Verdlnnungsreihe wurden die Standards kurz zentrifugiert.

Nun wurde der fur die Amplifikation der Nukleinsaurestrange notwendige
Mastermix angesetzt. Pro Ansatz wurden 5 uL des QuantiFast SYBR Green RT-
PCR Master Mix, 0.1 uL des Forward Primers, 0.1 yL des Reverse Primers und

3.7 uL nucleasefreies Wasser verwendet.

In jedes Well einer 96-Wellplatte wurden 1 pL der verdinnten RNA-Probe bzw.
1 uL der Standardverdlinnung pipettiert. In jeden angefertigten Mastermix
wurden pro Probe nun 0.1 pL QuantiFast RT Mix zugegeben und aus jedem
Mastermix 9 pL in jedes Well pipettiert. Die 96-Wellplatte wurde anschlieend bei
1000 x g fur 1 min zentrifugiert und die qRT-PCR mittels LightCyclerR 480

Instrument Il durchgefihrt.

Zur Berechnung der Effizienz der PCR bendétigt man die Standardkurve sowie

deren Steigung m gemaf Formel (1).

(1)E = 107m

In jeder Runde der PCR geht man davon aus, dass sich die cDNA verdoppelt.
Daher wirde man eine Effizienz von 2 erwarten. Jedoch spielen hier zusatzliche
Faktoren eine Rolle, u.a. wie gut ein Primer bindet. Dieser Abweichung wird

Rechnung getragen und somit wird dies durch die Formel (2) entsprechend

korrigiert:
(Ct (unstimuliert) Testgen — Ct (stimuliert) Testgen)
(2) R — ETestgen
5 (Ct (unstimuliert) goysekeepinggen= Ct(stimuliert) yoysekeepinggen)
Housekeepinggen
m = Steigung
E = Effizienz

R = Ratio (Verhaltnis)
Ct = crossing threshold (Anzahl der Zyklen)
Testgen = der zu untersuchende Genabschnitt

Housekeepinggen = Referenzgen, das zur Kontrolle genutzt wird
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In der Auswertung der gRT-PCR wird das zu untersuchende Gen in Verhaltnis
gesetzt zu einem Referenzgen, welches in der vorliegenden Dissertationsschrift

B-Actin ist. Dieses ist die Kontrolle.

2.2.8 FACS-Auswertung

Zur Auswertung der Ergebnisse der FACS-Messungen wurde die Software
FlowJo angewendet. Das Setzen der entsprechenden Gates flur die untersuchten
Zellarten und Proteine erfolgte mithilfe von sogenannten FMO- (fluorescence
minus one) Kontrollen. Hierbei wurde zunachst mittels Forward Scatter (FSC)
und Side Scatter (SSC) Zelldoubletten, -aggregate und -debris ausgeschlossen,
um Einzelzellen zu erhalten. Bei in vitro Versuchen wurde anschliel3end mittels
einer Lebend-Tot-Farbung die lebenden Zellen analysiert. Schliellich wurden
daraus auf die untersuchenden Ziel-Zellarten und Zielproteine hin untersucht. Die
entsprechenden Gating-Strategien sind unten im Rahmen der jeweiligen

Versuchsergebnisse exemplarisch dargestellt.

2.2.9 Statistik

Die statistische Auswertung der experimentellen Daten wurde mithilfe der
Software GraphPad Prism durchgefihrt. Hierbei wurden immer zwei
experimentelle Gruppen mit einem ungepaarten t-Test verglichen. Bei einem
Vergleich mehrerer Gruppen erfolgte ein ANOVA-Test. Waren die Daten nicht
normalverteilt, erfolgte der Vergleich mittels des Kruskal-Wallis-Tests bzw. Mann-
Whitney-Tests. Alle Daten der vorliegenden Arbeit sind als Mittelwerte *
Standardabweichung aufgezeichnet. Die Angabe der statistischen Signifikanz
erfolgt Gber p-Werte: *p < 0,05; **p < 0,05; ***p < 0,005; ****p < 0,0005.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse des Proteinlevels von MCPIP1 und kB¢ nach in vitro

Stimulation von WT-BMDCs mit B. vulgatus und E. coli

Da, wie eingangs erwahnt, auf mRNA-Ebene bereits in Vorarbeiten gezeigt
werden konnte, dass E. coli zu einer erhohten Produktion von I[kB{ in
dendritischen Zellen flhrt, wahrend jene bei B. vulgatus schwacher ausgepragt
ist, wollten wir diese Erkenntnis auf Proteinebene Uberprifen. Um die
Proteinlevel von |kB{ und MCPIP1 in BMDCs in Abhangigkeit von den
Darmkommensalen E. coli und B. vulgatus zu untersuchen, wurden Wildtyp
(WT)-BMDCs fur 2 h, 4 h und 16 h mit PBS, B. vulgatus bzw. B. vulgatus-LPS
oder E. coli bzw. E. coli-LPS stimuliert. Um die Abhangigkeit von TLR-
Signalwegen zu analysieren, wurde bei der 4 h-Stimulation zudem noch TAK242,
ein TLR4-Inhibitor, verwendet. Die Proteinlevel von IkB{ und MCPIP1 wurden
anschlieBend mittels FACS ermittelt. Hierbei wurden anschlieRend bei der
Auswertung verschiedene Gates gesetzt: zuerst wurde die Zellpopulation
markiert und daraus die einzelnen Zellen analysiert. Daraus wiederum wurde
aufgeteilt zwischen toten und lebenden Zellen. Tote Zellen exprimieren andere
Rezeptoren und Proteine als lebende Zellen. Fur das Experiment ist die
Expression an lebenden Zellen relevant, da es um die IkB{- bzw. MCPIP1-
Proteinlevel in lebenden dendritischen Zellen geht. Daher wurden die lebenden
Zellen verwendet. Daraus wurden die CD11c* Zellen analysiert, ein Marker flr
dendritische Zellen, da die Proteinlevel in dendritischen Zellen gemessen werden
sollte. Darauf wiederum wurde das Gate fur die Zellen gesetzt, welche IkB{ bzw.
MCPIP1 exprimieren (s. Abbildung 3 und 4).

Das IkBC-Proteinlevel war zu jedem Stimulationszeitpunkt bei Stimulation mit E.
coli oder E. coli-LPS signifikant hoher als bei Stimulation mit B. vulgatus oder B.
vulgatus-LPS, siehe Abb. 5A. Zudem wurde eine Kinetik sichtbar: das 1kBC-
Proteinlevel war bei Stimulation mit E. coli oder E. coli-LPS nach 2 h und 4 h
jeweils vergleichbar hoch, nach 16h deutlich niedriger als nach 2 h und 4 h,
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jedoch nicht signifikant. Bei Stimulation mit B. vulgatus oder B. vulgatus-LPS
zeigten sich bezuglich der IkBZ-Expression kaum Schwankungen im Zeitverlauf.
Im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe verhielt sich das kB -
Proteinlevel bei Stimulation mit B. vulgatus und B. vulgatus-LPS auf gleichem
Niveau. Zwischen der Stimulation mit B. vulgatus und B. vulgatus-LPS zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede bezuglich der IkB{-Expression.

Nach 4 h Stimulation mit E. coli-LPS plus Inhibition mit dem TLR4-Inhibitor
TAK242 zeigte sich eine signifikante Reduktion des IkBZ-Proteinlevels. Bei 4 h
Stimulation mit E. coli plus Inhibition mit TAK242 und bei Stimulation mit B.
vulgatus-LPS plus Inhibition mit TAK242 zeigte sich eine nicht signifikante
Reduktion des IkB{-Proteinlevels. Bei Stimulation mit B. vulgatus mit Inhibition
durch TAK242 war die IkBC{-Expression im Vergleich zur Stimulation ohne
Inhibition mit TAK242 unverandert.

Das MCPIP1-Proteinlevel zeigte sowohl bezuglich der Kinetik als auch zwischen
den Stimulantien keine statistisch signifikanten Unterschiede, siehe Abb. 5B.
Jedoch zeigte sich hier teilweise eine hohe Standardabweichung, sodass die
Ergebnisse hierbei mit Vorsicht zu behandeln sind. Nach 2 h verhielt sich das
MCPIP1-Proteinlevel bei Stimulation mit B. vulgatus-LPS, E. coliund E. coli-LPS
auf gleichem niedrigem Niveau wie jenes der unstimulierten Kontrolle. Die
Stimulation mit B. vulgatus zeigte im Vergleich dazu eine héhere MCPIP1-
Expression, jedoch war diese nicht signifikant. Nach 4 h sowie nach 16 h
Stimulation zeigten sich bezlglich des MCPIP1-Proteinlevels keine signifikanten
Unterschiede sowohl innerhalb der Gruppen als auch im Vergleich zur
Stimulation nach 2 h. Bei Zugabe des TLR4-Inhibitors TAK242 nach 4 h bei
Stimulation mit B. vulgatus-LPS und E. coli-LPS wurde eine Reduktion des
MCPIP1-Proteinlevels deutlich, welche jedoch nicht statistisch signifikant war. In
den anderen Gruppen zeigte sich bezuglich des MCPIP1-Proteinlevels bei
Inhibition mit TAK242 keine Unterschiede.

Die Ergebnisse zeigen, dass E. coli immunogener ist als B. vulgatus und TLR4
eine wichtige Rolle spielt bei der Induktion von I«B{. Wird TLR4 durch TAK242

inhibiert, so fallt das IxB{-Proteinlevel ab.
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Abbildung 3 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie der FACS-Auswertung fir das IkBC-
Proteinlevel in BMDCs (CD11c*).
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Abbildung 4 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie der FACS-Auswertung fir das MCPIP1-
Proteinlevel in BMDCs (CD11c*).
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Abbildung 5 (A) IkBZ-Proteinlevel und (B) MCPIP1-Proteinlevel in CD11c* BMDCs nach Stimulation mit
mock, B. vulgatus, B. vulgatus-LPS, E. coli und E. coli-LPS fir 2h, 4h und 16h mit einer MOI von 1 bzw.
einer Konzentration von 5 x 108 Bakterien und einer LPS-Konzentration von 100 ng/mL, sowie nach 4h plus
TLR4-Inhibition mit 10uM TAK242. Die Balken reprasentieren Mittelwerte und Standardabweichung. ns=
nicht signifikant, *p<0.05, ****p<0.00005. (A modifiziert nach Michaelis et al. 2020, Fig. 2B und Fig. 3E).

3.2 Analyse der T-Zellpolarisation und des Proteinlevels von MCPIP1
und kB¢ in dendritischen Zellen nach Monokolonisierung

gnotobiotischer WT-Mause mit B. vulgatus und E. coli

Wie in 3.1 gezeigt, fihrt die Stimulation mit E. coli bzw. E. coli-LPS zu einem
erhohten IkBC-Proteinlevel in CD11* dendritischen Zellen im Vergleich zur

Stimulation mit B. wvulgatus, B. wvulgatus-LPS bzw. unstimulierten CD11*

42



dendritischen Zellen. Zudem zeigte sich eine Reduktion des |xB{-Proteinlevels
nach Inhibition von TLR4. Die in vitro gezeigten Ergebnisse fuhrten nun zu der

Frage, ob sich diese auch in vivo reproduzieren lassen.

Dazu wurden gnotobiotische WT-Mause mit B. vulgatus bzw. E. coli via
Trinkwasser monokolonisiert. Mittels FACS wurden das Proteinlevel von MCPIP1
und I«kB¢ in dendritischen Zellen sowie die T-Zellpolarisation bezuglich TH17-
Zellen, TH1-like TH17-Zellen, TH1-Zellen, TH2-Zellen sowie Tregs in Lamina
propria aus Kolon, Dinndarm sowie in mesenterialen Lymphknoten bestimmt.
Bei der Auswertung wurden mithilfe des Programms FlowJo zunachst die
Zellpopulation und folglich die einzeln vorliegenden Zellen ermittelt. Bei der
Auswertung des Proteinlevels von MCPIP1 und IxB{ wurden daraus die Zellen
ermittelt, welche nicht CD45R, LY6C/G sowie CD64 exprimieren, sowie daraus
wiederum die Zellen, welche CD45* und CD11¢c* sind, da man nur CD11c”*
dendritische Zellen am Ende ermitteln mochte. Daraus wiederum wurden wieder

die IkB(- sowie die MCPIP-Expression bestimmt, siehe Abb. 6.

Zur Ermittlung der T-Zellpolarisation wurde zunachst nach oben genanntem
Schema vorgegangen, danach jedoch die CD4* Zellen bestimmt, da CD4 ein
Oberflachenmolekil ist, welches von T-Zellen exprimiert wird. Daraus wiederum
wurden bei der ersten T-Zellfarbung die Zellen ermittelt, welche RORyt
exprimieren, den Transkriptionsfaktor fur TH17-Zellen. Anschlielend konnten
dann jene Zellen ermittelt werden, welche IL-10, IFNy bzw. IL-17A produzieren,
siehe Abb. 8. Bei der zweiten T-Zellfarbung wurden jene T-Zellen ermittelt,
welche FoxP3 als Transkriptionsfaktor und CD25 auf der Oberflache exprimieren,
die sogenannten Tregs. AnschlielRend konnte die Produktion von IL-17 und
CTLA-4 ermittelt werden, siehe Abb. 10. In der dritten T-Zellfarbung konnten
schlieBlich die TH1-Zellen (T-bet® IFNy*) und TH2-Zellen (GATA-3* IL-4*) aus
CD3* Zellen ermittelt werden, siehe Abb. 12.

Zudem wurde mittels gqRT-PCR die MCPIP1- und IkBL-mRNA-Expression im

Duanndarmgewebe bestimmt.
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Das Proteinlevel von IkBC in den dendritischen Zellen zeigte im Dinndarm der
mit B. vulgatus kolonisierten Mause eine statistisch signifikante Erhéhung im
Vergleich zur keimfreien Kontrollgruppe, siehe Abb. 7B. Abgesehen davon
zeigten sich zwischen den Versuchsgruppen keine statistisch signifikanten

Unterschiede im IxBZ Level in dendritischen Zellen.

Das MCPIP1-Proteinlevel wies in den dendritischen Zellen des Kolons und der
mesenterialen Lymphknoten als auch zwischen den Versuchsgruppen keine
statistisch signifikanten Unterschiede auf. In den dendritischen Zellen des
Dunndarms zeigte sich in den mit B. vulgatus und E. coli kolonisierten Gruppen
sowie der keimfreien Gruppe ein signifikant niedrigeres MCPIP1-Proteinlevel im

Vergleich zu jenem von Kolon und mesenterialen Lymphknoten, siehe Abb. 7A.

cD45+
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Abbildung 6 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie der FACS-Auswertung fur das I«kB- und
MCPIP1-Proteinlevel in dendritischen Zellen (CD45R", LY6C/G-, CD64-, CD45", CD11c") gnotobiotischer
WT-Mause.
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Abbildung 7 (A) MCPIP1-Proteinlevel und (B) IxB(-Proteinlevel in dendritischen Zellen des Kolons, der
mesenterialen Lymphknoten (mLN) und des Dinndarms in gnotobiotischen WT-Mausen, welche keimfrei
gelassen oder via Trinkwasser mit B. vulgatus oder E. coli monokolonisiert wurden. Die Daten reprasentieren
den geometrischen Mean + SD. ns= nicht signifikant, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005.

Bezuglich der T-Zellpolarisation ergaben sich folgende Ergebnisse: TH17-Zellen
(RORyt*), welche IL-17 sezernieren, finden sich ohne signifikante Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen sowohl in Kolon, mesenterialen Lymphknoten
und Ddnndarm. In den mesenterialen Lymphknoten war jedoch die absolute
Zellzahl der TH17-Zellen, welche |IL-17 sezernieren, im Vergleich zu Kolon und

Dunndarm generell hoher, siehe Abb. 9C.

Th1-like TH17-Zellen, welche auch IFNy produzieren, fanden sich in allen drei
Organsystemen wieder, jedoch nur in sehr geringen absoluten Zellzahlen in
Kolon und Danndarm. In den mesenterialen Lymphknoten war die Zahl der Th1-
like TH17-Zellen statistisch signifikant in allen Versuchsgruppen erhoht im
Vergleich zu Kolon und Dunndarm, siehe Abb. 9B. In den mesenterialen
Lymphknoten ergaben sich jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede in
der absoluten Zellzahl der IFNy* TH17-Zellen zwischen den mit B. vulgatus und
E. coli kolonisierten Versuchsgruppen, sieche Abb. 9B. TH17-Zellen, welche
neben IL-17 auch IL-10 produzieren, konnten sowohl in Kolon als auch in
Dunndarm und mesenterialen Lymphknoten detektiert werden. Hier ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede in der absoluten Zellzahl sowohl zwischen den

Darmabschnitten als auch den einzelnen Versuchsgruppen, siehe Abb. 9A. Eine
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nicht-signifikant geringere Anzahl an IL-10* TH17-Zellen konnten in der mit E.
coli kolonisierten Gruppe in den mesenterialen Lymphknoten sowie im Dinndarm

festgestellt werden, siehe Abb. 9A.
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Abbildung 8 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie der FACS-Auswertung der TH17- und TH1-like
TH17-Zellen (RORyt").
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Abbildung 9 Durch FACS bestimmte absolute Anzahl von (A) IL-10* TH17-Zellen, (B) IFNy* TH1-like TH17
Zellen und (C) generellen IL17* Th17-Zellen in Kolon, mesenterialen Lymphknoten (mLN) und Dinndarm
gnotobiotischer WT-Mause, welche keimfrei gehalten wurden oder via Trinkwasser mit B. vulgatus oder E.
coli monokolonisiert wurden. Die Daten reprasentieren den geometrischen Mean + SD. ns= nicht signifikant,
*p<0.05, **p<0.005.

IL17-produzierende Tregs (CD25* FoxP3* IL17"), sogenannte anti-Tregs, lielRen
sich in allen Versuchsgruppen sowie in Kolon, Dinndarm und mesenterialen
Lymphknoten auf einem niedrigen Niveau nachweisen. Statistisch signifikante

Unterschiede ergaben sich hierbei nicht, siehe Abb. 11A.

CTLA-4, welches eine Herunterregulation der Proliferation und somit eine
geringere Stimulation des Immunsystems bewirkt, konnte in allen
Versuchsgruppen in Kolon, Dinndarm und mesenterialen Lymphknoten
detektiert werden. In den mesenterialen Lymphknoten war die Anzahl an CTLA-
4* Tregs in allen drei Versuchsgruppen hoher als in Kolon und Dinndarm. Des
Weiteren war das Level an CTLA-4* T regs in den mesenterialen Lymphknoten

der mit B. vulgatus und E. coli monokolonisierten Versuchstieren in etwa gleich
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hoch, jedoch héher als in der Kontrollgruppe. Signifikante Unterschiede ergaben

sich nicht, siehe Abb. 11B.
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Abbildung 10 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie der FACS-Auswertung von Tregs (CD25*
FoxP3*) sowie der IL-17- und CTLA-4-Expression.
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Abbildung 11 Durch FACS bestimmte absolute Anzahl an (A) IL-17* und (B) CTLA-4* Tregs (CD25* FoxP3*)
in Kolon, mesenterialen Lymphknoten (mLN) und Dinndarm gnotobiotischer WT-Mause, welche keimfrei
gehalten wurden oder via Trinkwasser mit B. vulgatus oder E. coli monokolonisiert wurden. Die Daten

reprasentieren den geometrischen Mean + SD. ns= nicht signifikant.
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TH1-Zellen (T-bet® IFNy*) finden sich in geringem MaRe in allen
Versuchsgruppen in Kolon und Dudnndarm wieder und dies in ahnlichen
absoluten Zellzahlen. In den mesenterialen Lymphknoten zeigte sich im
Vergleich zu Kolon und Dunndarm eine hohere Anzahl an TH1-Zellen. Die Anzahl
an TH1-Zellen war in den mesenterialen Lymphknoten der mit B. vulgatus
kolonisierten Versuchstieren am hochsten und im Vergleich zur keimfreien
Kontrollgruppe sowie zu den mit B. vulgatus kolonisierten Versuchstieren in

Kolon und Dunndarm statistisch signifikant hoher, siehe Abb. 13A.

TH2-Zellen (GATA-3* IL-4%) finden sich in Kolon, Dinndarm und mesenterialen
Lymphknoten und allen Versuchsgruppen auf einem ahnlichen niedrigen Niveau
wieder. Es lieRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
untersuchten Darmbestandteilen sowie den einzelnen Versuchsgruppen

nachweisen, siehe Abb. 13B.
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Abbildung 12 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie der FACS-Auswertung von TH1-Zellen (T-
bet" IFNy*) und TH2-Zellen (GATA-3* IL-4").
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Abbildung 13 (A) Level an TH1-Zellen (T-bet* IFNy*) und (B) TH2-Zellen (GATA-3* IL-4*) in Kolon,
mesenterialen Lymphknoten und Dinndarm gnotobiotischer WT-Mause, welche via Trinkwasser mit B.
vulgatus oder E. coli monokolonisiert wurden. Die Daten reprasentieren den geometrischen Mean + SD. ns=
nicht signifikant, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005.

Auf mRNA-Ebene konnte die relative CTLA-4-Genexpression mittels gRT-PCR
im Dunndarm untersucht werden. Hierbei ergaben sich keine Unterschiede
zwischen den mit E. coli und den mit B. vulgatus monokolonisierten Mausen,
siehe Abb. 14D. Die relative IkBC- sowie MCPIP1-Genexpression im Dunndarm
zeigte ebenfalls keine Unterschiede zwischen den mit E. coli und den mit B.
vulgatus monokolonisierten Versuchstieren, siehe Abb. 14A und B. Das
Verhaltnis war in der B. vulgatus kolonisierten Versuchsgruppe insignifikant

erhoht verglichen mit der E. coli-kolonisierten Versuchsgruppe, siehe Abb. 14C.
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Abbildung 14 Relative (A) IkB{--Genexpression, (B) MCPIP1-Genexpression und (C) das berechnete
Verhaltnis dieser Genexpressionen zueinander, sowie die (D) CTLA-4-Genxpression im Dinndarm
gnotobiotischer WT-Mause, welche via Trinkwasser mit B. vulgatus oder E. coli monokolonisiert wurden. Die
Daten reprasentieren den geometrischen Mean + SD. ns= nicht signifikant.

3.3 Analyse der T-Zellpolarisation und des Proteinlevels von MCPIP1
und IkB{ nach Monokolonisierung mit B. vulgatus und E. coli und T-

Zelltransfer auf gnotobiotische Rag1’- Mause

Aufgrund der geringen Unterschiede zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen in 3.2 bezlglich des Proteinlevels von MCPIP1, 1kB{ und
bezlglich der T-Zellpolarisation in gnotobiotischen Wildtypmausen, gingen wir
einen Schritt weiter und untersuchten, ob es Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen in gnotobiotischen Rag1”’- Mausen gibt. Rag1”’ Mause

besitzen weder T- noch B-Zellen. Da wir vermuteten, dass B-Zellen mit den T-
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Zellen interferieren und dadurch die Ergebnisse beeinflussen, schlossen wir die

B-Zellen mit diesem Folgeversuch aus.

Gnotobiotische Rag1”’~ Mause wurden mit B. wulgatus bzw. E. coli
monokolonisiert. Ein Teil der Tiere erhielt zusatzlich zur Monokolonisation naive
T-Zellen verabreicht, um spater die T-Zellpolarisation in Immunzellpopulationen
in DUnndarm, Kolon und mesenterialen Lymphknoten untersuchen zu konnen.
Mittels FACS wurden zum einen die Proteinlevel von MCPIP1 und IkBC in
dendritischen Zellen aus Dunndarm, Kolon und mesenterialen Lymphknoten
untersucht, zum anderen in den mit T-Zellen verabreichten Versuchstieren

zusatzlich die T-Zellpolarisation analysiert.

Die Auswertung mittels des Programms FlowJo erfolgte nach dem bereits in
Kapitel 3.2 erwahnten Schema, siehe Abbildung 15, 17, 19, 21.

Das |kB(C-Proteinlevel zeigte sich in den dendritischen Zellen aus Kolon und
Dunndarm durchweg in allen Versuchsgruppen auf demselben niedrigen Niveau.
In den mesenterialen Lymphknoten konnte in den mit E. coli kolonisierten
Versuchstieren (sowohl mit als auch ohne T-Zellen) ein erhohtes |«BC-
Proteinlevel detektiert werden, welches im Vergleich zu den mit B. vulgatus
kolonisierten, sowie den unkolonisierten Versuchstieren jedoch keine statistische
Signifikanz aufwies. Das IkB{-Proteinlevel in dendritischen Zellen in den
mesenterialen Lymphknoten war signifikant héher als in denen des Kolons der

Tiere, welche E. coli und T-Zellen erhielten.

Das MCPIP1-Proteinlevel in dendritischen Zellen zeigte sich in Kolon und
mesenterialen Lymphknoten sowie durch alle Versuchsgruppen hinweg auf
ahnlichen Werten. Im Dinndarm, der mit E. coli kolonisierten Tiere ohne T-Zellen
war jenes im Vergleich zu Kolon und mesenterialen Lymphknoten leicht erhdht,
jedoch nicht statistisch signifikant. Das MCPIP1-Proteinlevel war auch im
Dunndarm Uber alle Versuchsgruppen hinweg nicht statistisch signifikant
unterschiedlich. Jedoch ist hierbei zu erwahnen, dass wahrend des Versuchs

Tiere aus den Gruppen der T-Zellen gestorben sind, sodass es weniger Tiere
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waren, als in den Gruppen ohne T-Zellen. Daher ist die Statistik an dieser Stelle

nur bedingt aussagekraftig.
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Abbildung 15 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie fir das IkBZ- und MCPIP1-Proteinlevel in
dendritischen Zellen (CD11c").
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Abbildung 16 (A) IkBZ-Proteinlevel und (B) MCPIP1-Proteinlevel in dendritischen Zellen (CD11c*) von Kolon,
mesenterialen Lymphknoten (mLN) und Dinndarm gnotobiotischer Rag1”- Mause, welche mit B. vulgatus
und E. coli monokolonisiert wurden und teilweise eine T-Zelltransplantation erhielten. Die Daten

reprasentieren den geometrischen Mean + SD. ns= nicht signifikant, **p<0.005.
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Um den Einfluss der Kommensalen auf die Polarisierung von T-Zellen zu
untersuchen, wurden verschiedene T-Zellgruppen (Tregs, TH17-Zellen, TH1-
Zellen, TH2-Zellen) ausgewertet. Bezuglich der Menge an IL-10 und IL-17
produzierenden TH17-Zellen zeigten sich zwischen den Versuchsgruppen als
auch zwischen Kolon, mesenterialen Lymphknoten und Dunndarm keine
signifikanten Unterschiede, jedoch war die absolute Anzahl an IL-10
produzierenden TH17-Zellen, den sogenannten protektiven TH17-Zellen, in den
mesenterialen Lymphknoten im Vergleich zu Kolon und Dinndarm in allen

Versuchsgruppen erhoht, siehe Abbildung 18 A.

TH1-like TH17-Zellen fanden sich in geringer Menge in allen Versuchsgruppen
in Kolon, Dunndarm und mesenterialen Lymphknoten wieder. Die Menge an
TH1-like TH17-Zellen war im Dunndarm in allen Versuchsgruppen generell hoch,
jedoch im Vergleich zu Kolon und mesenterialen Lymphknoten nicht signifikant
erhoht, siehe Abbildung 18 B.

SSC-A
FSC-H
CD3

RORyt

Abbildung 17 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie fur TH17-Zellen (CD3* RORyt") mit
Aufspaltung in TH1-like TH17 Zellen (IL-17A* IFNy*) und protektive TH17-Zellen (IL-17A* IL-10%).
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Abbildung 18 Darstellung der absoluten Zellzahlen von (A) IL-10* TH17-Zellen in Kolon, mesenterialen
Lymphknoten und Dinndarm sowie an (B) TH1-like TH17-Zellen in Kolon, mesenterialen Lymphknoten und
Dunndarm in gnotobiotischen Rag1’- Mausen, welche lber das Trinkwasser mit B. vulgatus und E. coli
monokolonisiert wurden und eine T-Zelltransplantation erhielten. Die Daten reprasentieren den
geometrischen Mean + SD. ns= nicht signifikant.

IL-17* Tregs, die anti-Tregs, fanden sich in allen Versuchsgruppen sowohl in
Kolon als auch in Dunndarm und mesenterialen Lymphknoten auf einem gleichen
Niveau wieder, siehe Abbildung 19 A. CTLA-4 auf Tregs war in Dinndarm und
Kolon in nur sehr geringem Male nachweisbar. In den mesenterialen
Lymphknoten war die absolute Anzahl von CTLA-4 exprimierenden Zellen in
allen Versuchsgruppen im Vergleich zu Kolon und Danndarm signifikant hdher.
In den mesenterialen Lymphknoten der mit E. coli kolonisierten Tieren war die
absolute Anzahl von CTLA-4 exprimierenden Zellen im Vergleich zu den mit B.
vulgatus kolonisierten Tieren und der Kontrollgruppe signifikant hoéher, siehe
Abbildung 19 B.
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Abbildung 19 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie der FACS-Auswertung fur Tregs (CD3*
CD25* FoxP3").
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Abbildung 20 Darstellung der Verteilung an IL-17 sezernierenden Tregs (CD3* CD25" FoxP3*) sowie der
CTLA-4-Expression in Tregs in Kolon, mesenterialen Lymphknoten (mLN) und Dinndarm gnotobiotischer
Rag1-- M&ause nach Monokolonisierung mit B. vulgatus und E. coli und T-Zellgabe. Die Daten reprasentieren
den geometrischen Mean + SD. ns= nicht signifikant, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005, ****p<0.00005.

TH1-Zellen waren in allen Versuchstieren und allen Darmabschnitten
nachweisbar, jedoch in unterschiedlich starken absoluten Anzahlen. Im Kolon
aller Versuchsgruppen verhielt sich das Level an TH1-Zellen auf demselben
niedrigen Niveau. In den mesenterialen Lymphknoten nahm jenes von der
Kontrollgruppe Uber die mit B. vulgatus kolonisierten Mause hin zu den mit E. coli

kolonisierten Mausen zu, jedoch ohne signifikante Unterschiede. Im Dinndarm
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war jenes am hochsten und zwischen den Versuchsgruppen
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Abbildung 21 Exemplarische
Zellen (GATA-3* IL-4%).

Darstellung der Gating-Strategie von TH1-Zellen (T-bet* IFNy*) und TH2-
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Abbildung 22 Darstellung der absoluten Anzahl von (A) TH1-Zellen und (B) TH2-Zellen in Kolon,
mesenterialen Lymphknoten und Dinndarm gnotobiotischer Rag1-- Mause, welche mit B. vulgatus und E.
coli monokolonsiert wurden und eine T-Zelltransplantation erhielten. Die Daten reprasentieren den

geometrischen Mean + SD. ns= nicht signifikant, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005.
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3.4 Analyse der T-Zellpolarisation und -proliferation nach in vitro
Stimulation einer Cokultur von WT-BMDCs und OT-lI-T-Zellen mit B.

vulgatus und E. coli

Wildtyp (WT)-BMDCs wurden mit B. vulgatus bzw. E. coli stimuliert und
anschlielend in einer Cokultur gemeinsam mit OT-II-T-Zellen kultiviert, um den
Einfluss der Kommensale in vitro auf die Proliferation und Polarisation der T-
Zellen sowie das MCPIP1- und IkBC-Proteinlevel in knochenmarksgereiften

dendritischen Zellen (BMDCs) zu untersuchen.

Das IkBC-Proteinlevel zeigte sich in der Cokultur von BMDCs, OT-II-T-Zellen und
Ova-Peptid sowie in der Cokultur von BMDCs und OT-II-T-Zellen auf niedrigem
und ahnlichem Niveau, siehe Abbildung 23 B. Die Unterschiede zwischen den
unstimulierten, mit B. vulgatus bzw. mit E. coli stimulierten Zellen waren kaum
vorhanden und statistisch nicht signifikant. In der Einzelkultur der BMDCs zeigte
sich ein hoheres |kB{-Proteinlevel der mit B. vulgatus und E. coli stimulierten
BMDCs im Vergleich zu den unstimulierten BMDCs. Das |kBZ-Proteinlevel der
mit E. coli stimulierten BMDCs war auch hdéher als jenes, der mit B. vulgatus
stimulierten BMDCs. Diese Unterschiede waren jeweils jedoch nicht signifikant.
Ahnlich verhielt es sich in Einzelkultur von BMDCs, zu der Ova-Peptid pipettiert
wurde. Im Vergleich der kompletten Cokultur von BMDCs, T-Zellen und Ova-
Peptid zur BMDCs-Einzelkultur zeigten sich signifikante Unterschiede hinsichtlich
des IkBC-Proteinlevels der mit E. coli und B. vulgatus stimulierten Zellen. Das
I«BC-Proteinlevel in BMDCs war in der Cokultur sowohl in den unstimulierten als
auchin E. colibzw. B. vulgatus stimulierten BMDCs signifikant geringer als in der
BMDCs-Elnzelkultur. Innerhalb der Cokultur zeigten sich dann keine
signifikanten Unterschiede des IkB(-Proteinlevels zwischen unstimulierter und

mit E. coli bzw. B. vulgatus stimulierten BMDCs.

Das MCPIP1-Proteinlevel in der BMDC-Einzelkultur sowie der Einzelkultur von
BMDCs und Ova-Peptid zeigte eine leichte Erhéhung in den mit B. vulgatus
stimulierten Zellen im Vergleich zu mock und E. coli stimulierten Zellen. Auch hier

waren die MCPIP1-Proteinlevel zwischen den beiden Konditionen auf
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vergleichbar hohem Niveau, siehe Abbildung 23 A. Die MCPIP1-Proteinlevel der
Cokultur mit BMDCs, T-Zellen und Ova-Peptid sowie BMDCs und T-Zellen waren
auf niedrigem Niveau mit kaum erkennbaren Unterschieden zwischen den
verschiedenen Stimulantien. Das MCPIP-1 Proteinlevel in mit E. coli stimulierten
BMDCs waren signifikant erhéht im Vergleich zu den ebenso mit E. coli
stimulierten BMDCs, T-Zellen + Ova-Peptid. Genauso verhielt es sich bei den mit
B. vulgatus stimulierten BMDCs im Vergleich zu den ebenso mit B. vulgatus
stimulierten BMDCs, T-Zellen + Ova-Peptid.
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Abbildung 23 (A) MCPIP1-Proteinlevel und (B) IkB{-Proteinlevel in einer Cokultur von BMDCS, welche mit
B. vulgatus bzw. E. coli stimuliert wurden, mit OT-II-T-Zellen. Die Daten reprasentieren den geometrischen
Mean + SD. ns= nicht signifikant, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005, ****p<0.00005

Bezuglich der T-Zellpolarisation und -proliferation ergaben sich folgende

Ergebnisse:

Bezuglich der T-Zellproliferation der Th1-like TH17-Zellen (CD4* Ova-TCR*
RORyt* IFNy™) liel® sich anhand Abb. 24 A zeigen, dass in einer Cokultur von
BMDCs mit OT-II-T-Zellen neue Tochtergenerationen ausgebildet werden, wenn
die dendritischen Zellen mit E. coli bzw. B. vulgatus stimuliert wurden. Es wurden
auch in Cokulturen mit unstimulieten BMDCs neue Tochtergenerationen
gebildet, jedoch nicht in demselben Mal3e.

Wird kein Ova-Peptid hinzugegeben, so findet keine T-Zellproliferation statt (Abb.
24 B). OT-II-T-Zellen kénnen nur Uber ihren Ova-spezifischen T-Zellrezeptor tUber

Ova-Peptid, welches von den dendritischen Zellen tber ihr MHC Il prasentiert
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Proliferation auf Stimulantien hin stattfinden.
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Abbildung 24 Proliferation der CD4* Ova-TCR* RORyt" IFNy* T-Zellen, gewonnen aus 5 verschiedenen
Mausen (Diagramm 1.-5.), sichtbar gemacht durch CFSE. Jeder Peak markiert eine neue Zellgeneration.
(A) Cokultur von BMDCS mit OT-II-T-Zellen und Zugabe von Ova-Peptid und Stimulation mit mock (grau),
B. vulgatus (griin) und E. coli (rot). (B) Cokultur von BMDCS mit OT-II-T-Zellen ohne Zugabe von Ova-Peptid
und Stimulation mit mock (grau), B. vulgatus (grin) und E. coli (rot).

Bezuglich der T-Zellpolarisation wurden TH17-Zellen sowie Tregs untersucht.
Die IFNy-Produktion der TH17-Zellen war in allen Versuchsgruppen gleich. Es
ergaben sich keine Unterschiede daraus, ob die T-zellaktivierenden

dendritischen Zellen mit B. vulgatus oder E. coli oder mock stimuliert wurden.
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Abbildung 25 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie der FACS-Auswertung von TH17-Zellen

(CD4* Ova-TCR* RORVt*).
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Abbildung 26 (A) IL-17-Expression und (B) IFNy-Expression von TH17-Zellen (CD4* Ova-TCR* RORyt*) in
einer Cokultur mit BMDCs nach Stimulation mit B. vulgatus bzw. E. coli. Die Daten reprasentieren den
geometrischen Mean + SD. ns= nicht signifikant.

IL-17* Tregs wurden in allen Versuchsreihen in gleichem Male gebildet und dies

unabhangig davon, ob die T-zellaktivierenden dendritischen Zellen mit mock, E.

coli oder B. vulgatus stimuliert wurden. Statistisch signifikante Unterschiede

konnten nicht ermittelt werden, siehe Abbildung 28.
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Abbildung 27 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie der FACS-Auswertung der IL-17-Expression
der Tregs (CD4* Ova-TCR* FoxP3™).
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Abbildung 28 Tregs (CD4* Ova-TCR* FoxP3") in einer Cokultur mit BMDCs nach Stimulation mit B. vulgatus
bzw. E. coli. Die Daten reprasentieren den geometrischen Mean + SD. ns= nicht signifikant.

Bezuglich der T-Zellproliferation der Tregs (CD4* Ova-TCR* CD25* FoxP3™) liel3
sich anhand der Ergebnisse aus Abb. 29 A zeigen, dass in einer Cokultur von
BMDCs mit OT-II-T-Zellen neue Tochtergenerationen ausgebildet werden, wenn
die BMDCs mit E. coli bzw. B. vulgatus stimuliert wurden. Es wurden auch in
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Abbildung 29 Proliferation der CD4* Ova-TCR* CD25* FoxP3* IL-17*T-Zellen, gewonnen aus 5
verschiedenen Mausen (Diagramm 1.-5.), sichtbar gemacht durch CFSE. Jeder Peak markiert eine neue
Zellgeneration. (A) Cokultur von BMDCs mit OT-II-T-Zellen und Zugabe von Ova-Peptid und Stimulation mit
mock (grau), B. vulgatus (grun) und E. coli (rot). (B) Cokultur von BMDCs mit OT-II-T-Zellen ohne Zugabe
von Ova-Peptid und Stimulation mit mock (grau), B. vulgatus (griin) und E. coli (rot).

Die CTLA-4-Expression auf T-Zellen war in der Cokultur, welche neben BMDCs
und OT-II-T-Zellen auch das Ova-Peptid enthielten, etwas erhoht im Vergleich zu
jener Cokultur, welche nur BMDCs und OT-II-T-Zellen enthielten. Auch war die
CTLA-4-Expression bei Zellen, welche mit B. vulgatus stimuliert worden waren,
etwas erhoht im Vergleich zur Stimulation mit E. coli und mock. Diese

Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 30 Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie der FACS-Auswertung der CTLA-4-
Expression CD4* Ova-TCR* T-Zellen.
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Abbildung 31 CTLA-4-Proteinlevel in CD4* Ova-TCR* T-Zellen in einer Cokultur mit BMDCs nach
Stimulation mit B. vulgatus bzw. E. coli. Die Daten reprasentieren den geometrischen Mean + SD. ns= nicht
signifikant.

3.5 E. coli-Stimulation fiihrt zu einem positiven Feedbackloop von

IkB{-Expression in dendritischen Zellen
Um zu analysieren, ob die in den Uberstanden von fir 16 h mit mock, B. vulgatus
und E. coli stimulierten WT-BMDCs enthaltenen Zytokine bereits eine Anderung
des IkBC-Proteinlevels in immaturen BMDCs auslésen kénnen, wurden WT-
BMDCs mit diesen Uberstanden fiir 2 h, 4 h und 16 h stimuliert und mittels FACS
anschlieBend jeweils das IkB(-Proteinlevel in diesen Zellen bestimmt, siehe
Abbildung 33.
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Die Ergebnisse zeigten nach 2 h Stimulation ein signifikant erhdhtes [«xBC-
Proteinlevel in den BMDCs, die mit Uberstanden von E. coli stimulierten WT-
BMDCs stimuliert wurden, im Vergleich zu keiner Stimulation oder einer
Stimulation mit den Uberstanden der unstimulierten oder B. vulgatus stimulierten
WT-BMDCs. Das IxBC-Proteinlevel dieser letzten genannten Bedingungen

verhielt sich auf gleichem niedrigen Niveau.

Nach 4 h und 16 h Stimulation zeigten sich ahnliche Verhaltnisse des |«B(-
Proteinlevels im Vergleich zur 2h-Stimulation. Jedoch sank das IxBZ-Proteinlevel
in den mit Uberstdnden der mit E. coli stimulierten WT-BMDCs stimulierten
BMDCs nach 4 h Stimulation und nochmals nach 16 h Stimulation. Das I«xBC-
Proteinlevel in BMDCs der anderen Stimuli zeigte keine Kinetik, hierbei befand

sich das IkBC-Proteinlevel zu jedem Zeitpunkt auf gleich niedrigem Niveau.
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Abbildung 33 IkBZ-Proteinlevel in BMDCs nach Stimulation mit Uberstédnden von unstimulierten, mit mock,
B. vulgatus und E. coli stimulierten BMDCs. Die Daten reprasentieren den geometrischen Mean + SD. ns=
nicht signifikant, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005, ****p<0.00005
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Dissertation war es, den Einfluss kommensaler Darmbakterien
auf die T-Zellimmunantwort sowie die Regulierung von MCPIP1 und IkB(
exemplarisch anhand der Darmkommensalen E. coli und B. vulgatus zu

erforschen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen nun diskutiert und in Zusammenhang zu

aktuell klinischer Bedeutung eingeordnet werden.

4.1 kB¢ wird in vitro im Zeitverlauf durch kommensale Darmbakterien
reguliert

Anknupfend an Vorexperimente wurde in der vorliegenden Dissertation
untersucht, ob MCPIP1 und IkB{ nach Stimulation von WT-BMDCs mit
Darmkommensalen auch auf Proteinebene im Zeitverlauf reguliert werden. Dass
dies bei IkB{ auf mRNA-Ebene der Fall ist, wurde bereits durch vorherige
Experimente der Arbeitsgruppe nachgewiesen (Michaelis et al., 2020). In meiner
Arbeit konnte gezeigt werden, dass das dies auch auf Proteinebene der Fall ist.
Das Proteinlevel von kBl wird im Zeitverlauf durch B. vulgatus und E. coli
reguliert. Zudem konnte gezeigt werden, dass bei Stimulation mit B. vulgatus
oder B. vulgatus-LPS die IkB(-Proteinlevel signifikant geringer sind als bei
Stimulation mit E. coli oder E. coli-LPS. In vorherigen Studien war gezeigt
worden, dass E. coli potenziell pro-inflammatorisch wirkt (Waidmann et al., 2003),
wahrend B. vulgatus vor Autoinflammation schiitzen bzw. die Abwesenheit von
Bacteroidetes die Entstehung von Colitis beglnstigen kann (Johnson et al., 2017,
Waidmann et al., 2003). Studien haben zudem gezeigt, dass kB eine wichtige
Rolle in verschiedenen Autoimmunerkrankungen spielt, wie beispielsweise
Colitis ulcerosa oder Psoriasis, und dort vermehrt aktiv ist (Lorscheid et al., 2019,
Nanki et al., 2020). Interessant zu sehen ist, dass das IkB-Proteinlevel nach
Stimulation mit E. coli bzw. E. coli-LPS nach 16h wieder abnimmt. Hierbei kdnnte
sein, dass kB im Zeitverlauf wieder abgebaut wird. Akkumuliert 1kBC, kénnte
die Transkription des NFxB-Gen im Sinne eines negativen Feedbackloops
unterdrickt werden. Dieser negative Feedbackloop kdnnte zur Vermeidung einer

uberschussigen Immunantwort beitragen.
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Zudem konnte nachgewiesen werden, dass das LPS die immunogene Struktur
ist, welche bereits ausreicht, um eine Produktion von IkB{ zu initiieren, da keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Stimulation mit LPS und der des
kompletten Bakteriums gemessen werden konnten. Das Proteinlevel der von B.
vulgatus stimulierten BMDCs zeigte im Vergleich zu dem Proteinlevel der mit E.
coli stimulierten BMDCs wenig Kinetik im Zeitverlauf, was auf eine geringere
Immunogenitat von B. vulgatus hinweist. Diese beiden Bakterien unterscheiden
sich Uberwiegend in der Struktur ihres LPS (Steimle et al., 2016), sodass die
Immunogenitat auf die Struktur ihres LPS zurlckzufuhren ist. Die starkere
Immunogenitat von E. coli im Vergleich zu B. vulgatus zeigte sich auch in den

Vorexperimenten der Arbeitsgruppe (Steimle et al., 2016, Steimle et al., 2019).

In (Liang et al., 2008) konnte bereits gezeigt werden, dass hohe MCPIP1-
Expression in Makrophagen inflammatorische Vorgange abschwacht. Des
Weiteren wurde hierbei gezeigt, dass MCPIP1 eine LPS-induzierte NfkB-
Aktivierung hemmt. Auch in (Nagahama et al., 2018) konnte nachgewiesen
werden, dass MCPIP1 inflammatorische intestinale Erkrankungen hemmen
kann. Bei Messung des MCPIP1 in meiner Arbeit waren die Ergebnisse weniger
eindeutig. Bei Stimulation mit B. vulgatus zeigte sich ein erhdhtes MCPIP1-
Proteinlevel im Vergleich zur Stimulation mit LPS bzw. E. coli, welches jedoch
nicht signifikant war. Allerdings ist in diesem Zusammenhang zu erwahnen, dass
es hierbei eine hohe Standardabweichung gab, sodass die Ursache dafur zu
diskutieren ist. Da dies auch in den folgenden Experimenten bei Messung des
MCPIP1 mittels FACS der Fall war, kann die Ursache auf den verwendeten
MCPIP1-Antikorper zurlickzufihren sein. Womaglich bindet dieser nicht fest oder
nicht ausschliel3lich an MCPIP1, sodass die Ergebnisse nicht der exakten
MCPIP1-Expression entsprechen. Da zu Zeiten der Durchfuhrung der
Experimente der verwendete MCPIP1-Antikérper der einzig verfligbare auf dem
Markt war, konnte flr die Experimente nicht auf einen anderen Antikérper

ausgewichen werden.

Des Weiteren wurden in meiner Arbeit die Experimente durch Zugabe eines
TLRA4-Inhibitors erweitert, um herauszufinden, ob der TLR4-Rezeptor die
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Interaktion zwischen Bakterium und dendritischer Zelle vermittelt. Allgemein
bekannt ist, z.B. erwahnt in (Murphy & Weaver, 2018), sowie auch in
vorangegangenen Versuchen der Arbeitsgruppe nachgewiesen, dass LPS mit
TLR4 interagiert, was in eine NF-kB-Aktivierung mit wiederum
proinflammatorischer Immunantwort mindet (Steimle et al., 2019). In meinen
Experimenten waren die Ergebnisse nur bei Stimulation mit E. coli-LPS eindeutig.
Nach Hemmung des TLR4-Rezeptors war das IxBC-Proteinlevel deutlich
geringer im Vergleich zum Versuch ohne TLR4-Inhibitor. Da dieser Effekt bei
Stimulation mit B. vulgatus und B. vulgatus-LPS sowie E. coli nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte, kann davon ausgegangen werden, dass der
TLR4-Rezeptor zwar eine Rolle bei der Signaltransduktion zwischen Bakterium
und dendritischer Zelle spielt, jedoch nicht der einzige Rezeptor ist, welcher
hierbei eine Rolle spielt. Auch andere Studien haben gezeigt, dass neben TLR4
auch TLR2 eine Rolle bei der Signalvermittlung spielt (Frick et al., 2010). Hierbei
differenzierten sich semi-mature DCs in vitro nach Stimulation mit TLR-Liganden
(Frick et al., 2010).

Um diese Hypothese weiter zu verfolgen, konnte dahingehend ein weiteres
Experiment durchgefluhrt werden. In diesem konnten zusatzlich neben WT-
BMDCs die BMDCs von TLR2-Knockout-, TLR4-Knockout- sowie TLR2/4-
Knockout-Mausen gewonnen und im Zeitverlauf mit E. coli, E. coli-LPS, B.
vulgatus und B. vulgatus-LPS stimuliert werden. In TLR-Knockout-Mausen ist der
entsprechende TLR-Rezeptor (TLR2 oder TLR4 bzw. TLR2 und TLR4)
ausgeschalten, sodass man die Unterschiede des IkB{- bzw. MCPIP1-
Proteinlevels bei Stimulation untersuchen kann. Gleichzeitig ist man dadurch
nicht auf die Zugabe und Funktionstlichtigkeit eines TLR-Inhibitors angewiesen
und kann durch die Ausschaltung des Rezeptors bereits in der Maus davon
ausgehen, dass die entsprechenden TLR-Rezeptoren inaktiv sind. Ware die
Interaktion zwischen Bakterien und dendritischer Zelle nur von TLR2 bzw. TLR4
oder von TLR4 und TLR2 abhangig, wirde man vermutlich dann im Vergleich zu
den WT-BMDCs eine signifikant geringere IkB{- bzw. MCPIP1-Expression
sehen, bei jenen Mausen, bei denen der entsprechende Rezeptor inaktiv ist. Da

nach dem Experiment 3.1 davon ausgegangen werden kann, dass nicht nur
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TLR4 eine Rolle spielt, wirde man, sollte sich die Hypothese bestatigen, die
starkste Reduktion des IkBZ- bzw. MCPIP1-Proteinlevels bei Stimulation der
TLR2/4-Knockout-BMDCs sehen und eine geringere, aber dennoch vorhandene
Reduktion bei TLR2- bzw. TLR4-BDMCS im Vergleich zu WT-BMDCs erwarten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass kB im Zeitverlauf durch kommensale
Bakterien reguliert wird, wobei bereits das LPS ausreichend ist, um das IkB(-
Proteinlevel zu erhdhen. Zudem sorgen E. coli und E. coli-LPS fur eine hohere
IxkBC-Expression im Vergleich zu B. vulgatus bzw. B. vulgatus-LPS. Bei MCPIP1
konnte dieser Effekt nicht signifikant nachgewiesen werden. Des Weiteren ist die
Signaltransduktion zwischen dendritischer Zelle und Bakterium bzw.
dendritischer Zelle und LPS TLR4-abhangig, jedoch ist dies nicht der einzige
TLR-Rezeptor, der hierbei eine Rolle spielt.

4.2 In gesunden keimfreien Mausen fiihrt eine Monokolonisierung mit
Pathobiont bzw. Symbiont zu keinen Unterschieden der T-
Zellpolarisation sowie des Proteinlevels von MCPIP1 und IkB{

Nachdem nun die Auswirkung der Stimulation dendritischer Zellen mit Pathobiont

und Symbiont auf die Proteinlevel von MCPIP1 und 1kB{ in vitro untersucht

wurden, stellte sich die Frage, inwiefern sich diese Ergebnisse auf in vivo

ubertragen lassen. Des Weiteren sollten die daraus resultierende T-

Zellpolarisation und die sezernierten Interleukine untersucht werden. Bewirkt ein

Pathobiont eine eher proinflammatorische, ein Symbiont eine protektive,

antiinflammatorische Immunantwort, wie in der Hypothese vermutet? In (Frick et

al., 2006) war bereits untersucht worden, dass eine Kolonisierung mit E. coli zu

Colitis fuhrt, wahrend eine Kolonisierung mit B. vulgatus vor Colitis schitzt. Des

Weiteren war hier bereits gezeigt worden, dass bei Stimulation mit E. coli mature

DCs entstehen, wahrend bei Stimulation mit B. vulgatus semi-mature DCs

entstehen. Zudem reagierten B. vulgatus induzierte semi-mature DCs nicht auf

Stimuli durch E. coli.

Um der Fragestellung in vivo weiter nachzugehen, wurden keimfreie WT-Mause
verwendet, welche mit B. vulgatus respektive E. coli Uber das Trinkwasser fur

zwei Wochen kolonisiert wurden. AnschlieRend wurden aus den Versuchstieren
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BMDCs sowie T-Zellen aus Dinndarm, Kolon und mesenterialen Lymphknoten
gewonnen und mittels FACS das IkB- bzw. MCPIP1-Proteinlevel und die T-
Zellpolarisation (TH1-, TH2-, TH17-, Tregs sowie TH1-like TH17-Zellen) ermittelt.
In den mesenterialen Lymphknoten war die Zahl der TH1-like-TH17-Zellen
signifikant hoher im Vergleich zu Kolon und Dinndarm, jedoch konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede in der absoluten Zellzahl zwischen den mit
B. wvulgatus und E. coli kolonisierten Versuchsgruppen detektiert werden.
Ansonsten lielen sich keine signifikanten oder zumindest unterschiedlichen
Tendenzen der T-Zellpolarisation ausmachen. Hierbei stellt sich nun die Frage,
woran dies liegen konnte. Eine Hypothese ist, dass in vivo ein komplexer
Organismus mit diversen Immunzellen vorliegt, welche alle miteinander in
Beziehung stehen und miteinander kommunizieren. Neben T-Zellen befinden
sich in gnotobiotischen Wildtyp-Mausen auch B-Zellen, welche miteinander
interferieren (Maerz et al., 2019). Hierbei hat sich gezeigt, dass regulatorische B-
Zellen die Reifung und Funktion dendritischer Zellen hemmen kénnen und somit
auch die Differenzierung von TH1-, TH2- und TH17-Zellen. AulRerdem ist
bekannt, dass regulatorische B-Zellen die Entstehung von Tregs erleichtern
konnen (Maerz et al.,, 2019). Ein weiterer Punkt konnte sein, dass die
Kolonisierung mit den Bakterien mit einem Zeitraum von zwei Wochen zu kurz
stattgefunden haben kdnnte oder die Bakterienkonzentration zu gering gewesen
ist, um relevante Auswirkungen auf die T-Zellpolarisation auszulben. Einerseits
ist davon auszugehen, dass gesunde Individuen mit intaktem Immunsystem, was
bei den Versuchstieren der Fall war, problemlos auf diverse Bakterien, seien es
Symbionten oder Pathobionten, reagieren kdnnen, ohne dass diese Tiere krank
werden. In gesunden Tieren mit intaktem Immunsystem sind daher auch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zu erwarten, da
Bakterien vom intakten Immunsystem eliminiert werden konnen. Andererseits
haben keimfreie Mause zwar die Anlagen fur ein intaktes Immunsystem, dieses
wird jedoch zunachst durch das fehlende Mikrobiom nicht trainiert. Werden nun
dem untrainierten Immunsystem der keimfreien Maus zunachst unbekannte

Bakterien prasentiert, ware zumindest eine Immunreaktion zu erwarten.
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Interessant zu wissen ware, wie die Ergebnisse sich darstellen wurden, wenn das
Immunsystem nicht voll funktionsfahig bzw. gestort ist. Eine Wiederholung des
Versuchs in modifizierter Form (langere Kolonisierungszeiten, Erhohung der
Gruppengrole, erhodhte Bakterienkonzentrationen, Ausschluss der B-Zellen)
ware daher als weitergehender Schritt denkbar. Ein Versuch mit Ausschaltung
der B-Zellen wurde mittels Rag1”- Mausen im Rahmen dieser Dissertation auch
durchgefuhrt. Dieser wird weiter unten auch diskutiert werden. Ein weiterer
zukunftiger Anschlussversuch ware, keimfreie Mause mit B. wvulgatus zu
monokolonisieren mit dem Ziel, diese Mause Nachkommen erzeugen zu lassen
und anschlieend die Immunzellen der Nachkommen auf ihre Differenzierung hin

zu untersuchen.

TH17-, TH1- und TH2-Zellen fanden sich in den mesenterialen Lymphknoten
vermehrt im Vergleich zu Kolon und Dinndarm, was darauf zurtickzufihren sein
konnte, dass in Lymphknoten die T-Zellen aktiviert werden und daher dort
gehauft vorkommen (Miller et al., 2004, Hommel, 2004). In Kolon und Dianndarm
sollten sich in gesunden Individuen weniger Immunzellen finden, solange keine
Inflammation vorliegt, was auch den Ergebnissen oben entspricht. Denn
intestinale  Epithelzellen  regulieren bei gesunden Individuen die
Immunhomaoostase und stellen eine Barriere fur Mikroben dar (Peterson and
Artis, 2014).

Des Weiteren fand sich CTLA-4 auf CD4" FoxP3" T-Zellen (Tregs) vermehrt in
den mesenterialen Lymphknoten im Vergleich zu Kolon und Dunndarm.
Vermutlich ist dies darauf zurlckzufiihren, dass CTLA-4 U(ber Antigen-
prasentierende Zellen antiproliferativ auf TH17-Zellen wirkt und daher die
Funktion hat, das Immunsystem im Schach zu halten und vor
Autoimmunerkrankungen zu schutzen, wie die Studien von (Van Coillie et al.,
2020) zeigten. Es liegt nahe, denn T-Lymphozyten werden in Lymphknoten
aktiviert. Zum Einen liegen dann T-Zellen in mesenterialen Lymphknoten
vermehrt vor als in Kolon oder Dunndarm. Zum Anderen finden sich an Orten des
Immunsystems, wo Zellen aktiviert werden, gleichzeitig auch Mechanismen der

Inhibition, um die Balance zu gewahrleisten. Damit lasst sich auch erklaren, dass
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das auf Tregs vorkommende CTLA-4 im Vergleich zu Dinn- und Dickdarm

vermehrt in Lymphknoten vorkommt.

Auffallend in den Ergebnissen war, dass MCPIP1 in DCs im Dinndarm signifikant
weniger exprimiert wurde im Vergleich zu DCs in Kolon und mesenterialen
Lymphknoten. MCPIP1 kommt unter anderem in Monozyten, Makrophagen und
anderen Immunzellen vor (Jin et al., 2021). Daher lasst sich auch erklaren,
weshalb MCPIP1 in den Lymphknoten mehr vorkommt als im Dunndarm. In
(Nagahama et al., 2018) wurde gezeigt, dass MCPIP1 auch in intestinalen
Epithelzellen vorkommt und im Kolon bei Vorliegen chronisch entzundlicher
Darmerkrankungen die epitheliale Barriere wieder regenerieren kann. In (Liang
et al., 2010) war nachgewiesen worden, dass MCPIP1 insbesondere in Milz,
Lunge und generell im Darm vorkommt. Vergleichsstudien dazu, ob in Dunndarm
weniger MCPIP1 produziert wird als im Kolon, sind bislang nicht beschrieben. Es
ist durchaus moglich, dass MCPIP1 im Dinndarm weniger exprimiert wird als im
Kolon und konnte in Folgeexperimenten weiter untersucht werden. Wichtig
hierbei zu erwahnen ist, dass die Expression von MCPIP1 in meiner Doktorarbeit
lediglich in DCs untersucht wurde. In einem weiteren Experiment lieRe sich

zudem untersuchen, wie die MCPIP1-Expression in anderen Zellspezies vorliegt.

Das IkBC-Proteinlevel war in Kolon und Lymphknoten bei Analyse im Vergleich
zwischen keimfreien und kolonisierten Tieren nicht unterschiedlich. Dies konnte
darauf zuruckzufuhren sein, dass |kB{ mdglicherweise zum Zeitpunkt der
Analyse bereits abgebaut war im Rahmen des unter 4.1 erwahnten negativen

Feedbackloops.

Auf mRNA-Ebene fiel die Relation zwischen MCPIP1-Genexpression zu |kB(-
Genexpression in beiden Versuchsgruppen zugunsten der MCPIP1-Expression
aus. Wie eingangs erwahnt, stehen MCPIP1 und I«xB( in Beziehung zueinander.
Liegt MCPIP1 in einer gewissen Konzentration vor, so wird Nfkbiz-mRNA
abgebaut, sodass weniger IkB{ gebildet werden kann (Ratio MCPIP1/IkBC > 1)
(Garg et al., 2015). Umgekehrt wird bei einer niedrigen Konzentration von
MCPIP1 IkBC vermehrt exprimiert (Ratio MCPIP1/IkB{ < 1). Somit wird davon

ausgegangen, dass bei einem  Verhaltnis zugunsten  MCPIP1
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proinflammatorische Vorgange unterbunden werden, wahrend bei einem
Verhaltnis zugunsten IkB( proinflammatorische Vorgange verstarkt werden (Garg
et al., 2015). Da es sich bei den Versuchstieren um gesunde Individuen mit
intaktem Immunsystem handelt, ist davon auszugehen, dass eine Kolonisierung
mit sowohl einem Pathobiont (E. coli) als auch einem Symbiont (B. vulgatus) fur
die Tiere keine Probleme darstellt, d.h. die vermehrte Kolonisierung mit E. coli
nicht gesondert proinflammatorisch wirkt. Auch wenn die Unterschiede keine
statistische Signifikanz aufwiesen, war das Verhaltnis in der mit B. vulgatus
kolonisierten Versuchsgruppe hoher verglichen zu der mit E. coli kolonisierten
Versuchsgruppe, was wiederum der Hypothese entspricht, dass MCPIP1

vermehrt gebildet wird bei Kolonisierung mit einem Symbionten wie B. vulgatus.

4.3 In keimfreien Rag1”’- Mausen fiihrt eine Monokolonisierung mit B.
vulgatus bzw. E. coli nach T-Zelltransfer zu keinen relevanten
Unterschieden der T-Zellpolarisation sowie des Proteinlevels von
MCPIP1 und IkB({

Da sich, wie in 4.2 erwahnt, keine relevanten Unterschiede zwischen den

einzelnen Versuchsgruppen finden lief3en, und die Interaktion der B-Zellen mit T-

Zellen als eine Ursache vermutet wurde, wurde derselbe Versuch mit

gnotobiotischen Rag1-”- Mausen wiederholt. Rag1-- Mause besitzen keine T- und

B-Zellen, sodass die B-Zellen als Storfaktor ausgeschlossen werden konnten.

Gnotobiotische Rag1”- Mause wurden fiir eine Dauer von zwei Wochen mit B.

vulgatus bzw. E. coli Uber das Trinkwasser kolonisiert. Ein Teil erhielt zudem T-

Zellen intraperitoneal injiziert, um die Auswirkung der Kolonisierung mit Bakterien

auf die T-Zellpolarisation zu untersuchen. Hierbei ergaben sich sowohl zwischen

den einzelnen Versuchsgruppen als auch zwischen Kolon, Dunndarm und
mesenterialen Lymphknoten keine signifikanten Unterschiede. Jedoch konnte
eine signifikant hohere CTLA-4-Expression auf Tregs der mit E. coli kolonisierten

Tiere in den mesenterialen Lymphknoten nachgewiesen werden. Dies lasst sich

damit erklaren, dass E. coli, wie bereits oben erwahnt, immunogener wirkt als B.

vulgatus sowie zur Inflammation fihren kann. CTLA-4 auf Tregs wirkt

antiproliferativ und versucht autoimmune und inflammatorische Prozesse zu

unterdrtcken (Tivol et al., 1995). Daher ist die Konsequenz, dass CTLA-4 bei
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einer Stimulation mit E. coli auf Tregs hoher exprimiert werden muss. Des
Weiteren werden in den Lymphknoten T-Zellen polarisiert und aktiviert. CTLA-4
wird zudem als Rezeptor auf T-Zellen exprimiert und kann Uber die Bindung
seiner Liganden mit APC eine T-Zell-Aktivierung wie der von TH17-Zellen
hemmen (Van Coillie et al., 2020, Tivol et al., 1995, Krummel and Allison, 1995).
Es liegt daher nahe, dass die CTLA-4-Expression auf T-Zellen in Lymphknoten

hoher ist als in Kolon und Dinndarm.

Weitergehend zeigte sich, dass bei Kolonisierung mit E. coli signifikant mehr
TH2-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten nachgewiesen werden konnten
als bei keimfreien, nicht-kolonisierten Tieren, sowie auch im Vergleich zu allen
Versuchsgruppen in Kolon und Duinndarm. Dass TH2-Zellen in den
mesenterialen Lymphknoten vermehrt vorkommen, hat mit der Aktivierung von
T-Zellen in Lymphknoten zu tun. E. coli wirkt immunogener und sorgt daher flr

eine starkere Bildung von T-Zellen und damit auch der TH2-Zellpolarisation.

Weitergehend kann diskutiert werden, weshalb sich keine signifikanten
Unterschiede der T-Zellpolarisation haben messen Ilassen. Hierbei ist
anzumerken, dass in der FACS-Auswertung generell wenige T-Zellen vorhanden
waren. Zu diskutieren ist, ob die injizierte T-Zellzahl ausreichend war, um eine
ausreichende Immunantwort und damit T-Zellpolarisation zu erzielen. Des
Weiteren konnte man den Versuch mit einer hoheren Tierzahl und langeren

Kolonisierungszeiten optimieren.

4.4 T-Zellpolarisation und -proliferation nach in vitro Stimulation einer
Cokultur von WT-BMDCs und OT-lI-T-Zellen mit B. vulgatus und E.
coli sowie Feedbackloop zwischen dendritischen und T-Zellen

Des Weiteren wurde untersucht, welchen Einfluss mit E. coli bzw. B. vulgatus

stimulierte BMDCs auf die T-Zellproliferation sowie die T-Zellpolarisation (Tregs

und TH17-Zellen) haben. T-Zellen von OT-II-Mausen exprimieren einen OT-II-T-

Zellrezeptor, der spezifisch flr das Hihner-Ovalbumin 323-339 (Ova-Peptid) ist.

Ovalbumin ist fir das Immunsystem ein Antigen, weshalb es von dendritischen

Zellen erkannt und mittels MHC-II-Molekulen auf der Oberflache der

dendritischen Zellen den naiven, CD4* T-Zellen prasentiert wird. Das durch MHC-
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Il prasentierte Ovalbumin bindet spezifisch an OT-II-T-Zellrezeptoren und sorgt
somit fUr eine Aktivierung der naiven, CD4* T-Zellen. Diese Eigenschaft wurde
hierbei zunutze gemacht. Ohne Ova-Peptid findet keine Erkennung/Bindung an
OT-llI-Rezeptoren statt und somit auch keine Proliferation der T-Zellen, selbst
wenn die DCs mit Darmkommensalen stimuliert werden. Ist Ova-Peptid
vorhanden, werden in einer Co-Kultur mit BMDCs und T-Zellen bei Stimulation
mit Darmkommensalen neue Tochtergenerationen der T-Zellen gebildet werden
und dies mehr als bei fehlender Stimulation (ohne Darmkommensalen). Dies
bedeutet, dass die Darmkommensalen E. coli und B. vulgatus vermehrt zur
Proliferation und Differenzierung von naiven T-Zellen beitragen. Das liegt daran,
dass bei Stimulation mit Darmkommensalen naiven T-Zellen Uber DCs Antigene
jener Bakterien prasentiert werden, sodass vermehrt die T-Zellen zur
Proliferation und Differenzierung angeregt werden. Hinsichtlich der Polarisation
der T-Zellen (Tregs und TH17-Zellen) ergaben sich zwischen den Stimulationen
mit Pathobiont, Symbiont sowie ohne Bakterium keine signifikanten
Unterschiede. Es konnte nicht nachgewiesen werden, dass E. coli, wie zunachst
in der Hypothese vermutet, vermehrt inflammatorisch, also zugunsten der TH17-
Zellen wirkt und B. vulgatus eher protektiv, also zugunsten der Tregs wirkt. Beide

Bakterien wirkten auf beide T-Zellpopulationen in gleichem Male.

Hierbei stellt sich auch die Frage, ob es einen Feedbackloop von Seiten der T-
Zellen auf DCs gibt. Schaut man sich die Diagramme in 23A und B an, zeigt sich,
dass bei einer Kultur mit nur BMDCS bzw. einer Kultur von BMDCs mit Ova-
Peptid die MCPIP1- und IkBC-Proteinlevel auf gleicher Héhe sind. Sobald in die
Kultur mit BMDCs T-Zellen hinzukommen, sinken die MCPIP1- und IkBC-Level in
BMDCs in allen Stimulationsgruppen signifikant. Durch Stimulation mit
Darmkommensalen kann sich ihr Proteinlevel in BMDCs erhdhen.
Kommunizieren DCs nun auch mit T-Zellen, fallen gemaR den Ergebnissen die
Proteinlevel von MCPIP1 und IxB{ in BMDCs ab. Dies muss im Umkehrschluss
bedeuten, dass T-Zellen mittels eines Feedbackloops, vermutlich in Form von
Zytokinen, auf DCs riuckwirken kdnnen. Ein solcher Feedbackloop ist bereits
auch in der Literatur beschrieben. In (Darrasse-Jeze et al., 2009) wurde gezeigt,

dass in vitro die Entfernung von T-Zellen zu einem Anstieg an dendritischen
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Zellen fuhrt. Auch in (Li et al., 2022) wurde ein solcher Feedbackloop zwischen
dendritischen Zellen und T-Zellen beschrieben. Hierbei wurden in (Li et al., 2022)
drei Arten von Feedbackloops zwischen Tregs und dendritischen Zellen gezeigt:
die Interaktion zwischen CTLA-4 auf Tregs mit dem Ligand CD80 auf
dendritischen Zellen, der PDL-1/PD-1-Signalweg zwischen Tregs und
dendritischen Zellen sowie die Interaktion zwischen TCR auf Tregs und MHC-II
auf dendritischen Zellen. Mittels dieser drei Feedbackloops kdnnen einerseits
DCs die Tregs in der Bildung ihrer Subtypen beeinflussen. Andererseits
beeinflussen die Tregs die Toleranz, die Maturitat der DCs sowie die Fahigkeit
der DCs, Antigene zu prasentieren. Dies erfolgt Uber verschiedene inhibitorische
Zytokine, wie IL-10 und TGF-B, welche sowohl von DCs als auch von Tregs
ausgeschuttet werden konnen. Daraus lasst sich vermuten, dass dieser
Feedbackloop zwischen DCs und Tregs einen Einfluss auf Inflammation und
Homodostase hat. Dank dieser inhibitorischen Effekte wird eine Uberschiel3ende
Immunantwort, eine Inflammation, vermieden. Funktioniert der Feedbackloop

nicht, fehlen diese Inhibitoren.

Ein weitergehendes Experiment kdnnte sein, die Uberstande dieser Co-Kultur auf
die die darin enthaltenen Zytokine, insbesondere IL-10 und TGF-B, zu
untersuchen, z.B. mithilfe eines ELISA, um herauszufinden, welche Zytokine bei

diesem Feedbackloop eine wesentliche Rolle spielen.

4.5 E. coli-Stimulation fuhrt zu einem Feedbackloop von IkB{-Expression
in dendritischen Zellen
Anknipfend an das Experiment 3.1 wurde untersucht, ob bereits die Uberstande
von mit E. coli bzw. B. vulgatus stimulierten Zellen ausreichen, um eine erhdhte
IkBC-Expression in dendritischen Zellen auszulésen. Dies konnte fir die
Stimulation mit Uberstanden aus mit E. coli stimulierten Zellen nachgewiesen
werden. Die Stimulation mit lediglich den Uberstéanden von mit E. coli stimulierten
DCs fuhrt demnach zu einer erhdhten IkB{-Expression in dendritischen Zellen.
Vorangegangene Untersuchungen der Arbeitsgruppe hatten bereits gezeigt,
dass durch B. vulgatus stimulierte, immature DCs zu semi-maturen DCs werden,

welche mehr IL-6 und weniger TNFa produzieren. Bei Stimulation der immaturen
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DCs mit E. coli entstehen hingegen mature DCs, welche weniger IL-6 und mehr
TNFaproduzieren (Frick et al., 2006, Muller et al., 2008). IL-6 nimmt eine
immunregulatorische Rolle ein, wahrend dagegen TNFa eine pro-
inflammatorische Wirkung zugeschrieben wird. Des Weiteren wurde in jenen
Voruntersuchungen gezeigt, dass mit B. vulgatus stimulierte, semi-mature DCs
nicht mehr auf eine Stimulation mit E. coli ansprechen in Bezug auf ihre
Maturation oder die TNFa Produktion. Semi-mature DCs sind durch eine
Stimulation mit B. vulgatus und die darauf resultierende |L-6-Ausschuttung somit
quasi geschiitzt. Durchaus anzunehmen ist demnach, dass in den Uberstanden
der mit E. coli stimulierten DCs eine andere Zytokinzusammensetzung vorliegt
als bei der mit B. vulgatus stimulierten DCs: mdglicherweise IL-6 bei B. vulgatus,
TNFo bei E. coli. Damit konnte allein das Vorhandensein von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie TNFa bereits ausreichen, um die IkB(-

Expression in DCs zu erhéhen.

Auch hier war wiederum eine Kinetik der [kBZ-Proteinlevel im Zeitverlauf sichtbar.
Wie bereits unter 4.1 erwahnt, konnte bei Akkumulation von IkB{ die
Transkription des NFxB-Gen im Sinne eines negativen Feedbackloops
unterdruckt werden. Dieser negative Feedbackloop kdnnte zur Vermeidung einer
Uberschissigen Immunantwort beitragen. Es scheinen allein die Uberstéande von
mit E. coli bzw. B. vulgatus stimulierten Zellen auszureichen, um ebenfalls einen

solchen Feedbackloop der IkBC-Expression zu erzeugen.

Bei Stimulation von DCs mit Uberstéanden von mit B. vulgatus stimulierten Zellen
konnte im Vergleich zu den unstimulierten DCs eine vergleichbare IkBC-
Expression nachgewiesen werden. Dies ist zum einen durch die geringere
Immunogenitat von B. vulgatus im Vergleich zu E. coli zu erklaren, die sich bereits
in Voruntersuchungen der Gruppe gezeigt hatte (Steimle et al., 2019). Zum
anderen fuhrt B. vulgatus als Symbiont zu einer geringeren lkB{-Expression und
damit zu einer geringeren inflammatorischen Reaktion. Eine geringere
inflammatorische Reaktion auf B. vulgatus im Sinne einer geringeren TNFao-

Produktion und einer vermehrten IL-6-Sekretion zeigten, wie bereits genannt,
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auch Vorexperimente der Arbeitsgruppe (Steimle et al., 2019, Michaelis et al.,
2020, Frick et al., 2006, Muller et al., 2008).

5 Zusammenfassung

Die vorliegende Doktorarbeit soll der Frage nachgehen, ob MCPIP-1 und IkBC im
Zeitverlauf durch kommensale Bakterien (E. coli als Pathobiont und B. vulgatus
als Symbiont) reguliert werden, ob diese Regulation TLR-4 abhangig ist und
inwiefern kommensale Darmbakterien die Proliferation und Polarisation naiver T-

Zellen beeinflussen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in vitro E. coli zu einem erhohten |kBZ-
Proteinlevel in dendritischen Zellen fihrt und Toll-like-Rezeptoren bei der
Signalvermittlung zwischen Bakterium und dendritischer Zelle eine Rolle spielen.
TLR4-Rezeptoren scheinen nicht allein verantwortlich fur die Interaktion
zwischen Bakterium und dendritischer Zelle zu sein. Neben TLR4 sind vermutlich
auch TLR2-Rezeptoren an der Signaltransduktion verantwortlich. B. vulgatus
fuhrt im Vergleich zu E. coli zu einem niedrigerem IkB{-Proteinlevel in
dendritischen Zellen. Zudem ist bereits allein das LPS des jeweiligen Bakteriums
ausreichend, um dieselbe Antwort auszuldsen. Bereits allein die Uberstande mit
E. coli stimulierten BMDCs waren ausreichend, um nach einer Stimulation von
BMDCs mit diesen Ubersténden ein erhdhtes IkBC -Proteinlevel zu messen. Des
Weiteren fuhrte die Stimulation mit IkB{ zu einem Feedbackloop in dendritischen
Zellen. Steigt das IkB{-Proteinlevel, kdnnte die Transkription des NFxB-Gen im
Sinne eines negativen Feedbackloops unterdrickt werden. Dieser negative
Feedbackloop konnte zur Vermeidung einer Uberschussigen Immunantwort

dienen.

In vivo konnten sich die in vitro gezeigten Ergebnisse nicht bestatigen. In vivo
zeigte sich kein Unterschied des IkB(- und MCPIP1-Proteinlevels in
dendritischen Zellen nach Kolonisation mit Darmkommensalen. Im Dunndarm
konnten erniedrigte MCPIP1-Konzentrationen nachgewiesen werden, was ein
Hinweis darauf sein kénnte, dass MCPIP1 im Dunndarm weniger gebildet wird.

Der fehlende Unterschied des IkB{-Proteinlevels in dendritischen Zellen

79



zwischen keimfreien und kolonisierten Tieren kénnte darauf hindeuten, dass IkB{
zum Zeitpunkt der Analyse bereits durch den oben genannten Feedbackloop

abgebaut sein gewesen ist.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation mit E. coli als auch
B. wvulgatus via Antigenprasentation Uber dendritische Zellen die T-
Zellproliferation anregt. T-Zellen konnen mit einem Feedbackloop mit
dendritischen Zellen interagieren. Unterschiede bezuglich der T-Zellpolarisation
in vivo zwischen der Kolonisierung mit Pathobiont bzw. Symbiont ergaben sich
nicht. CTLA-4 mit bekannter anti-proliferativer Funktion auf TH17-Zellen ist bei

Stimulation mit E. coli erhoht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass IkB{ und MCPIP1 eine wichtige Rolle

bei der Immunantwort auf Darmkommensalen spielen.

Durch weitere Aufklarung der Mechanismen der Immunantwort als Reaktion auf
kommensale Darmbakterien konnten die Ergebnisse der vorliegenden
Dissertationsschrift dabei helfen, die Pathogenese TH17-vermittelter
Autoimmunerkrankungen, insbesondere jene der chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen, besser zu verstehen und dadurch in Zukunft neue,
zielgerichtete Therapiemoglichkeiten, wie etwa die Verwendung symbiotischer

Darmbakterien, wie B. vulgatus, oder ihrer Bestandteile, entwickeln zu kdnnen.
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