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1. Einleitung

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED) sind komplexe Erkrankungen.
Die wichtigsten beiden Vertreter sind Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn. lhre
Atiologie ist noch weitgehend unbekannt und die Inzidenz dieser Erkrankungen
steigt weltweit [2]. Vor allem bei jungen Personen nimmt die Haufigkeit im
Vergleich zu alteren zu [3]. Die hochsten Inzidenzen kdnnen hierbei mit bis zu 16
pro 100.000 Personen in westlichen Industrielandern beobachtet werden [2, 4].
Europa weist die hochste Pravalenz auf, wo durchschnittlich 4 von 1000

Personen betroffen sind [5].

CED-Patienten zeigen Symptome wie Diarrhd, abdominale Schmerzen und
rektale Blutungen [6]. AuBerdem kommt es in 25% der Falle zu extraintestinalen
Manifestationen in Gelenken, Nieren, Augen und der Haut [4, 7, 8]. Des Weiteren
haben Patienten mit CED ein erhdhtes Risiko an anderen chronischen
Immunerkrankungen wie Psoriasis, ankyloisierende Spondylitis und priméar
sklerosierender Cholangitis zu erkranken [9]. Wie diese Erkrankungen auch,
werden chronisch entzindliche Darmerkrankungen mit genetischen
Risikofaktoren assoziiert. Mittlerweile konnten mehr als 200 Genloci identifiziert
werden, die mit CED im Zusammenhang stehen [10-12]. Weiterhin konnte bei
monozygoten Zwillingen mit Colitis ulcerosa eine Konkordanzrate von ca. 20%
und bei Morbus Crohn von 50% gezeigt werden [12, 13]. Allerdings wird anhand
dieser Daten ersichtlich, dass nicht allein die genetische Pradisposition fur die
Manifestation dieses Krankheitskomplexes ursachlich sein kann. Der Anstieg der
Inzidenzrate Uber die vergangenen Jahrzehnte war zu rapide, um rein
genetischen Ursprungs zu sein, da der Genpool sich in so kurzer Zeit nicht
entscheidend &ndern kann [13]. Obgleich die Atiologie nicht bekannt ist, gibt es
Faktoren, die nachweislich im Zusammenhang mit der Erkrankung stehen oder
den Verlauf der Erkrankung beeinflussen. Neben der schon erwahnten
genetischen Pradisposition, spielen dabei auch Umweltfaktoren sowie die
Zusammensetzung der Mikrobiota im Darm eine wichtige Rolle.

Zusammenhange zwischen CED wund Rauchern, der Einnahme von



Kontrazeptiva, unterschiedlicher Diaten, die zunehmende Industrialisierung und
soziodkonomische Entwicklung kénnen dieses Fortschreiten zumindest teilweise
erklaren [2, 10, 13, 14]. Sehr wichtig ist aber auch, dass ein Teil auf die
unterschiedliche Zusammensetzung der Mikrobiota zurtickgeht. Diesbezuglich
konnten in verschiedenen Studien Unterschiede zwischen Personen mit CED
und gesunden Personen festgestellt werden. Diese beschreiben eine allgemeine
Reduktion der Mikrobiotadiversitat [13, 15, 16] sowie einen Ruckgang des Anteils
verschiedener Kommensaler aus den Phyla Firmicutes und Bacteroidetes.
Bakterien, die zu den Enterobacteriaceae bzw. den Proteobacteria gehdren, sind
dagegen vermehrt in Patienten mit CED zu finden [16-18]. Diese veranderte
Zusammensetzung der Mikrobiota stellt eine Storung des Gleichgewichts im
Darm dar und wird Dysbiose genannt. Aufgrund der defekten Epithelbarriere im
Darm und der erhdhten Permeabilitat, herrscht in CED Patienten eine verstarkte
Interaktion zwischen der Mikrobiota und dem Immunsystem des Wirts, was eine
verstarkte Immunreaktion begunstigt [19-21]. Unterstutzt wird dies durch
extrinsische Faktoren. Es kommt zu einer genetisch pradisponierten
dysregulierten Immunantwort gegenltber den Kommensalen [21, 22]. Auf diesen
inflammatorischen Aspekt stitzt sich momentan die symptomatische medika-
mentdse Behandlung. Es kommen Mesalazin, Sulfasalazin, Corticosteroide,
Immunsuppressiva wie Azathioprin und Biopharmazeutika wie TNFa-Antikorper
zum Einsatz [23]. Des Weiteren bezieht sich die Therapie auf die Risikofaktoren,
weshalb auch Anderungen in der Lebensweise z.B. Didten dazugehéren. Man
kann dabei beobachten, dass verschiedene Diaten einen direkten Einfluss auf
die Zusammensetzung der Mikrobiota haben [16, 23, 24]. Menschen mit
westlicher Ernahrungsweise zeigen beispielsweise einen geringeren Anteil an
Bacterioidetes im Vergleich zu Menschen mit anderen Ernahrungsgewohnheiten
[25]. Schrankt die Krankheitsaktivitit den Patienten trotz Anderungen der
Lebensweise zu sehr ein, so kann der betroffene Teil des Darms chirurgisch
entfernt werden. Bei Colitis ulcerosa kann dies zur Heilung der Krankheit fuhren,
bei Morbus Crohn ist dies jedoch nicht der Fall [26]. Die chirurgische Intervention
stellt demnach flr Morbus Crohn nur eine vortubergehende Lésung dar, dennoch

bendtigen die meisten Patienten innerhalb von 20 Jahren diese Option [27, 28].



Daran ist zu erkennen, dass es wichtig ist, mehr Uber die Pathogenese und
Atiologie von CEDs in Erfahrung zu bringen, um das Spektrum der bisherigen
Therapiemoglichkeiten zu verbessern. Ein Ansatz konnte beispielsweise die
Biomodulation der Mikrobiota sein, wozu jedoch ein genaueres Wissen uber die
Interaktion zwischen einem spezifischen Wirt und den Darmkommensalen
wichtig ist. Diese Doktorarbeit wird sich daher mit dem Einfluss der Mikrobiota

auf das mukosale Immunsystem beschaftigen.

1.2 Die Mikrobiota des intestinalen Trakts

Die Mikrobiota des intestinalen Trakts ist ein komplexes Okosystem, welches aus
Pilzen, Parasiten, Viren, Archaeen und zum groften Teil aus Bakterien besteht.
10" Bakterien befinden sich im Darm, mit einem Gesamtgewicht von ca. 1,5 kg.
Sie sind zusammengesetzt aus mehr als 1000 Spezies, wobei die meisten obligat
oder fakultativ anaerob sind [29]. Trotz dieser enormen Speziesdiversitat
gehoren uber 80% der intestinalen Bakterien zu den Phyla Bacteroidetes und
Firmicutes [1, 29, 30]. Die restlichen Spezies kdnnen hauptsachlich vier weiteren
Phyla zugeteilt werden, den Actinobacteria, den Fusobacteria, den Proteobac-
teria und den Verrucomicrobia. Zusammensetzung der
Die haufigsten Gattungen sind Microbiota

Bacteroides  (Phylum  der
Bacteroidetes), Faecalibacter-
ium (Phylum der Firmicutes)
und Bifibacterium (Phylum der
Actinobacteria) [1]. Trotzdem
besteht eine hohe Diversitat

innerhalb des Mikrobioms,

welche sich erst auf Arten-
H Firmicutes Bacteroidetes Actinobacteria

ebene ergibt [30]. Die Zusam-

m Proteobacteria Synergistetes  mVerrucomicrobia

mensetzung ist dabei fur jedes mFusobacteria W Euryarchaeota msonstige

Individuum SpeZIﬁSCh und Abbildung 1: Zusammensetzung der Microbiota im Darm

bleibt in gesunden Personen Die Abbildung zeigt die ungefdhre Mengenverteilung der

ohne Intervention Uber lang- verschiedenen Bakterienphyla im gesunden Darm. Dabei
] _ ) nehmen die Phyla der Firmicutes und Bacteriodetes mehr als
ere Zeitperioden stabil [31-  80% der Mikrobiota ein [1].



34]. Umweltfaktoren kénnen zwar den relativen Anteil der einzelnen
Bakterienspezies verandern, jedoch bleibt der individuell spezifische ,core*
erhalten [31, 33] Dies ist wichtig, da die Mikrobiota eine Schlisselrolle beim Erhalt
der Homoostase spielt. Kommensale haben dabei verschiedene Funktionen.
Eine dieser Aufgaben ist, die Kolonisation des Darms durch Pathogene zu
verhindern. Des Weiteren beeinflussen sie die Verdauung und den
Metabolismus, da sie beispielsweise sog. ,short chain fatty acids” (SCFA)
produzieren konnen [35, 36]. Bakterielle SCFA haben antiinflammatorische
Eigenschaften und ihre Konzentration ist nachweislich in Patienten mit CEDs
vermindert [16]. Aullerdem fuhren Darmkommensale zu einer verminderten
Expression bestimmter Virulenzfaktoren in Pathogenen und beeinflussen auf
diese Art die Maturation und Entwicklung des mukosalen und systemischen

Immunsystems [37, 38].

1.3 Das Immunsystem der Darmmukosa

Der Darm stellt die grofte Flache des Koérpers dar, die mit exogenen Antigenen
in Kontakt kommt. Daher ist eine intakte Barriere essentiell, um zu verhindern,
dass Pathogene in den Korper eindringen konnen. Auf diese Weise kann die
Entstehung von Krankheiten effektiv abgewendet werden. Eine erste Barriere
bildet die Mucinschicht, welche gréftenteils aus von Becherzellen sezernierten
Mucinen und daran gebundenem Wasser besteht. Eine zweite Barriere bildet das
Darmepithel selbst. Dieses besteht aus verschiedenen Zellen, welche sich in
Dunn- und Dickdarm unterscheiden. So nimmt die Anzahl der mucinbildenden
Becherzellen von Duodenum nach aboral zu und ist im Colon am groften,
wahrend die Anzahl an Paneth-Zellen, welche antimikrobielle Peptide
sezernieren, im Verlauf abnimmt. Im Colon sind sie nur noch im aszendierenden
Teil vorhanden. AuRerdem kommen im gesamten Darm Enterozyten vor, welche
wichtig flr die Nahrstoffaufnahme sind und somit standig im Austausch mit dem
Darmlumen stehen [39]. Diese Epithelzellen exprimieren sogenannte ,pattern
recognition receptors” (PRRs). Sie erkennen konservierte Oberflachenstrukturen
von Bakterien, die ,microbe-associated molecular patterns“ (MAMPSs), welche je
auf einem breiten Spektrum an Bakterien zu finden sind. Bei Kontakt von PRRs

mit MAMPs werden u.a. antimikrobielle Peptide ins Darmlumen sezerniert und



verschiedene intrazellulare Signalwege aktiviert [40]. Die bekanntesten PRRs
sind Toll-like Rezeptoren (TLR) [41]. Sie kdnnen zur vermehrten Expression von
Zytokinen und Chemokinen fuhren, die sowohl pro- als auch antiinflammator-
ische Wirkung haben konnen. Beispielsweise fuhrt die Bindung von Lipopoly-
sacchariden (LPS) an den TLR4/MD-2 Rezeptorkomplex zur Ausschittung von
Typ1 Interferonen [42]. Zusatzlich befindet sich in der Darmmukosa ein Teil des
s0g. ,mucosa-associated lymphoid tissue“ (MALT), welcher als ,gut-associated
lymphoid tissue” (GALT) bezeichnet wird. Es besteht aus dicht unterhalb des
Epithels liegenden Lymphfollikeln, die aus B-Zellen mit einem Keimzentrum
bestehen. Diese B-Zellzone ist wiederum von einer T-Zellzone umgeben [39, 43].
Lymphfollikel sind im gesamten Darm verteilt und konnen in organisierten
Plaques gruppiert vorkommen, wie zum Beispiel in den im Dunndarm
befindlichen Peyer Plaques, oder auch vereinzelt [44]. Das Epithel Uber den
Peyer Plaques ist besonders, da es im Gegensatz zum restlichen Gewebe,
welches zu 10-20% aus Becherzellen besteht, keine Zellen dieser Art aufweist.
Aulerdem fehlt die typische villose Struktur. Zuletzt befinden sich in den
angrenzenden Krypten weniger Paneth-Zellen, die antimikrobielle Peptide
sezernieren [45-47]. Diese sich Uber den Peyer Plaques befindliche Zellschicht
wird Follikel assoziiertes Epithel genannt [48, 49]. Hier kommen stattdessen
Microfold Zellen (M-Zellen) vor. Sie transportieren dauerhaft Antigene mittels
Transcytose aus dem Darmlumen nach basal. Dort weisen M-Zellen eine
taschenartige Ausbuchtung auf, in der Lymphozyten und antigenprasentierende
Zellen wie dendritische Zellen (DZ) sitzen [44, 49-52]. Intestinale DZ sind
essentiell, um mit der folgenden Immunantwort entweder Inflammation zu

induzieren oder Homdostase zu erhalten [53].

1.4 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DZ) stellen eine heterogene Leukozytenpopulation dar,

welche vor allem von dendritischen Vorlauferzellen im Knochenmark
abstammen. In Anwesenheit von GM-CSF differenzieren sie zu dendritischen
Zellen [54]. Sie gehdren zum angeborenen Immunsystem und sind spezialisierte
antigenprasentierende Zellen. Durch die Prasentation von Antigenen an Zellen

des erworbenen Immunsystems verknupfen sie angeborenes und erworbenes
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Immunsystem miteinander [55, 56]. Uber die Interaktion mit Zellen des
erworbenen Immunsystems konnen sie verschiedene Immunreaktionen
initialisieren und spielen damit eine grof3e Rolle beim Erhalt von Homdostase und
der Toleranz gegenuber eigenen Antigenen. So fuhrt das Fehlen von
dendritischen Zellen unter anderem zu ausgepragter Autoimmunitat [57, 58]. DZ
durchwandern nahezu alle lymphatischen und nicht-lymphatischen Gewebe, um
dort Antigene aufzunehmen. Im Darm existieren verschiedene Moglichkeiten, wie
DZ mit Antigenen in Kontakt kommen kdnnen, und zwar, wie bereits beschrieben,
zunachst durch Mithilfe von M-Zellen. Diese transportieren Antigene aus dem
Darmlumen zu darunter liegenden DZ [44, 50-52]. Des Weiteren ist es mdglich,
dass Becherzellen l6sliche Antigene mit niedrigem molekularem Gewicht zu DZ
transportieren [59]. Drittens konnte gezeigt werden, dass DZ Antigene uber gap
junctions von Makrophagen erhalten kénnen [60]. Jedoch kdnnen DZ auch selbst
mit Antigenen in Kontakt kommen, da ihre Dendriten zwischen den Zellen des
Epithels bis ins Darmlumen reichen kdnnen [61]. Die Erkennung dieser Antigene
erfolgt v.a. uber Kontakt von PRRs, wie Toll-like Rezeptoren (TLRs), mit PAMPs.
Bevor sie in Kontakt mit Antigenen gekommen sind, zeigen DZ einen immaturen
Phanotyp. Charakteristika dieses Zustands sind beispielsweise, dass viele PRRs
an ihrer Oberflache exprimiert werden. Gleichzeitig zeigen sie nur eine geringe
Expression von major histocompability complex II (MHC-Il) Molekulen, die zur
Prasentation von aus Antigenen generierten Peptiden dienen. Ebenso werden
nur wenige kostimulatorische Moleklle, die zur Aktivierung von T-Zellen
essentiell sind, exprimiert [62, 63]. Immature DZ (iDZ) sind wichtig flr
Homoostase, da sie in der Lage sind, regulatorische T-Zellen (Treg) zu
induzieren und allgemein die Aktivitat von T-Zellen herabzusetzen [63, 64].
Kommt es jedoch zum Kontakt mit einem Antigen wird ein
Maturationsmechanismus induziert. Diese maturen dendritischen Zellen (mDZ)
exprimieren vermehrt costimulatorische Molekule zur T-Zell Aktivierung, wie z.B.
CD40, CD80 und CD86 (cluster of differentiation) und MHC-Il an der
Zelloberflache, um eine Immunantwort durch T-Zellen auszuldsen. Zusatzlich
werden proinflammatorische Molekulle und Zytokine ausgeschuttet (iNOS, TNF-

B, IL-1B, IL-6 und IL-12), welche wiederum Immunzellen wie T-Zellen,
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Makrophagen und neutrophile Granulozyten aktivieren [64-66]. Diese koénnen
dann keine Antigene mehr aufnehmen und verarbeiten [62]. Deshalb wandern
mDZ danach in sekundar lymphatische Organe, um dort die phagozytierten
Antigene naiven T-Zellen zu prasentieren [55, 56]. DZ kbénnen so die
proinflammatorischen T-Zelltypen Th1, Th2 und Th17 induzieren. Allerdings sind
dendritische Zellen auch in der Lage, Differenzierung zu regulatorischen T-Zellen
zu initileren. Welcher Zelltyp entsteht, hangt davon ab, welche Zytokine sich in
der Umgebung befinden. Dies wird wiederum direkt durch den Phanotyp der
vorliegenden DZ bestimmt [67]. Zusatzlich zu den bereits erwahnten DZ
Phanotypen, existiert ein sogenannter semi-maturer Phanotyp, der je nach
Quelle unterschiedlich definiert ist. Diese semi-maturen DZ (smDZ) sind, im
Gegensatz zu mDZ v.a. wegen eines anderen Zytokinprofils, welches sie
sezernieren, nicht dazu in der Lage proinflammatorische T1 und Th17 Zellen zu
induzieren. Sie entstehen ebenfalls nach Kontakt mit bestimmten Antigenen,
unterscheiden sich aber stark in der Expression von Oberflachenproteinen und
der Rolle innerhalb des Immunsystems von mDZ [68]. So prasentieren sie zwar
ebenfalls Antigene via MHC-II an ihrer Oberflache, jedoch in geringerem Malde
als mDZ, v.a. besitzen sie aber weniger costimulatorische Molekule zur T-
Zellaktivierung (CD80/CD86) [64]. Wichtig fur die Funktion von smDZ ist
einerseits ihre Toleranz gegenuber sekundaren Stimuli, da sie so nach ihrer
Differenzierung zu smDZ ihren Phanotyp nicht mehr andern, und ihre
charakteristischen Eigenschaften beibehalten [69, 70]. Andererseits besitzen sie
tolerogene Eigenschaften durch die aktive Induktion von Tregs. Diese inhibieren
inflammatorische Antworten von T-Zellen oder machen sie ganzlich
unempfanglich fur Stimuli. AulRerdem konnen sie die Apoptose von T-Zellen
fordern [57]. Die Mechanismen, die zur Ausbildung dieser verschiedenen
Phanotypen fuhren, sind noch nicht vollstandig verstanden. Jedoch konnte
gezeigt werden, dass einzelne Bakterien hauptsachlich mithilfe von bestimmten
Oberflachenstrukturen und deren Bindung an PRRs zur Ausdifferenzierung der

bestimmten DZ Phanotypen flhren [71-73].
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1.5 Escherichia coli mpk und Bacteroides vulgatus mpk als Induktoren von

Maturation und Semimaturation in dendritischen Zellen

Sogenannte Pathobionten fluhren zu einem maturen Phanotyp in DZ.
Pathobionten sind dadurch definiert, dass sie unter bestimmten Voraus-
setzungen, wie z.B. genetischer Pradisposition des Wirts oder bei Mikrobiota-
dysbiose, pathogene Eigenschaften entwickeln kénnen, obwohl sie normaler-
weise apathogene Kommensale sind [38, 74]. Escherichia coli mpk aus dem
Phylum der Proteobacteria ist ein solches Bakterium, da bewiesen wurde, dass
es einerseits zu einem maturen Phanotyp in DZ fUhrt und andererseits in der
Lage ist, bei Monokolonisation von IL27- Mausen eine Colitis auszulésen [71, 72].
Im Gegensatz dazu stehen Symbionten, welche nicht nur keine pathogenen,
sondern sogar protektive Eigenschaften besitzen. So ist Bacteroides vulgatus
mpk aus dem Phylum der Bacteroidetes dazu in der Lage, eine durch E. coli
induzierte Colitis zu verhindern [71, 72]. Bacteroides vulgatus mpk ist ein
Kommensal und gehort damit zur normalen Flora des Darms der Maus.
B. vulgatus mpk wurde aus dem Kot einer gesunden Maus isoliert [72] und das
Genom des Bakteriums wurde vollstandig sequenziert. Es dient somit als
Modellsymbiont [75]. Als Symbiont flhrt B. vulgatus mpk zur Semimaturation
dendritischer Zellen. Obwohl beide Bakterien, E. coli mpk und B. vulgatus mpk,
apathogene gram-negative Kommensale sind, unterscheiden sie sich demnach
erheblich in ihrer immunologischen Wirkung. Dieser Unterschied kommt
hauptsachlich durch Unterschiede in der Zusammensetzung der Lipopoly-
saccharidstruktur zustande [76], welche auf der Oberflache der beiden Bakterien
exprimiert werden und TLR4-abhangige Signalkaskaden in Wirtszellen

beeinflussen [77].

1.6 Toll-like Rezeptor 4 und dessen Interaktion mit Lipopolysacchariden

TLR4 ist einer von zehn TLRs beim Menschen, bzw. einer von 12 bekannten
TLRs bei Mausen [78]. Die verschiedenen TLRs werden jeweils mit bestimmten
Liganden assoziiert. So bindet TLR2, als Heterodimer mit TLR1 oder TLR6, an
Lipopeptide gram-negativer Bakterien und Mycoplasmen, TLR5 an bakterielles
Flagellin, TLR3 an virale dsRNA, TLR7 und TLR8 an virale oder bakterielle
ssRNA und TLR9 an CpG-reiche unmethylierte DNA. TLR4 selbst bindet
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Lipopolysaccharide [79, 80]. Dieser Rezeptor besteht aus einer intrazellularen
Toll/IL1 Rezeptor (TIR) Domane, einer transmembranen Domane und einer
Ektodomane. Diese Ektodomane besteht aus 21 ,leucine-rich repeats (LRR)" [81,
82]. Die Interaktion zwischen TLR4 und LPS wird durch verschiedene
Mechanismen ermdglicht. Hierzu gehort die Freisetzung von LPS bei Tod des
Bakteriums sowie die aktive Losung von LPS aus der bakteriellen Zellhille durch
das Lipid A bindende Protein (LBP) [80, 83, 84]. Anschliel3end erfolgt die Bindung
von LPS an CD14, welches gelost oder membranstandig vorkommen kann. Mit
Hilfe von CD14 wird es zum TLR4 Rezeptorkomplex transportiert, welcher als
Dimer Uber Wasserstoffbrickenbindungen gebunden an MD-2 vorliegt [81]. Der
Transport durch CD14 erhdht die Affinitat von LPS zu MD-2 um den Faktor 10
[85]. Durch die Bindung von LPS an das MD-2/TLR4 Heterodimer kommt es zu
einer Komplexbildung mit einem zweiten MD-2/TLR4 Heterodimer zu einem
funktionellen Heterotetramer. Dies hat die Aktivierung einer intrazellularen
Signalkette zur Folge. Welche Wirkung diese Signalkette hat, hangt stark von der
genauen Struktur des LPS ab. Hierbei ist die Phosphorylierung, die Anzahl und
die Struktur, wie die Lange, der Lipidketten der Lipid A Untereinheit am
wichtigsten. Je nachdem andert sich die Immunogenitat des LPS [86, 87]. So hat
LPS mit 6 Lipidketten stark proinflammatorische Eigenschaften, im Gegensatz zu
LPS mit lediglich 5, da es nur schwach proinflammatorisch wirkt. Liegen nur 4
Acylketten im Lipid A vor, zeigt LPS eher antagonistische Effekte [88]. Dies
erklart, weshalb E. coli in der Lage ist, eine inflammatorische Kaskade via TLR4
zu initiieren und Maturation in dendritischen Zellen zu induzieren [89, 90]. Als
Bakterium mit sechs Acylketten ist es eines der potentesten Agonisten des
menschlichen Immunsystems [91, 92]. Die Entzindungsantwort, welche durch
LPS ausgeldst wird, erfolgt zunachst Uber das sogenannte ,TIR-containing
adaptor protein (TIRAP)“, das direkt mit TLR4 assoziiert ist. TIRAP bindet
Proteinkinase Cd (PKC®) [93, 94], was zu einer Aktivierung des Nukularen
Faktors kB (NFkB) fuhrt. Die Folge ist eine erhdhte Expression und Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen und Stickstoffmonoxid (NO) [95, 96]. Der
genaue Mechanismus ist bisher noch nicht ergrindet. Ein weiterer Effekt der

Aktivierung von TLR4 mittels LPS ist die intrazellulare Entstehung von reaktiven
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Sauerstoffspezies (ROS) [97, 98]. Die intrazellulare ROS-Konzentration ist daflr
bestimmend, ob das regulatorische Wirtsprotein Cystatin C (CysC) als Dimer
oder Monomer vorliegt. Dieser Bindungszustand von CysC hat wiederum einen
starken Einfluss auf dessen Fahigkeit, Zielproteine zu binden [99].

1.7 Cystatin C

Cystatine bilden eine grol3e Proteinfamilie, welche in hoher entwickelten Tieren

vorkommen. Sie werden in drei Gruppen eingeteilt. Typ 1 bilden die Stefine,
Cystatin A und B, welche keine Signalpeptide besitzen. Typ 2 umfasst die
vorrangig sekretierten Cystatine C, D, E, F, S, SN und SA, wahrend Typ 3
Kininogene hohen und niedrigen molekularen Gewichts enthalt [100]. Cystatin C
ist ein Molekll, bestehend aus 120 Aminosauren [101], dessen Transkription
durch die Transkriptionsfaktoren PU.1 und IRF-8 reguliert wird [102]. Als Teil der
sekretorischen Gruppe der Cystatine kommt es in den meisten Korperflussig-
keiten vor [103], ist aber auch innerhalb der Zelle zu finden [104]. In welchem
Oligomerisierungszustand es innerhalb der Zelle vorliegt, hangt jedoch von der
intrazellularen ROS-Konzentration ab. Mit steigender Konzentration, steigt die
Wabhrscheinlichkeit, dass CysC, statt als Monomer, als Homodimer vorliegt [99].
Dieser Zusammenhang ist wichtig fur die Rolle von CysC innerhalb der Zelle, wo
es, abhangig vom Dimerisationszustand, als Inhibitor von Proteasen der Cystein-
und Legumainfamilie fungiert [99]. Unter diesen Proteasen sind die Cathepsine
B, H, K, Lund S, welche durch hochaffine nicht kovalente Bindung mit dem CysC
Monomer inhibiert werden [105]. Liegt CysC allerdings als Homodimer vor,
befindet sich die Bindungsdomane an der Stelle, an der sich die beiden CysC
Molekule gegenseitig binden und wird dadurch verdeckt. Dadurch kénnen keine
Proteasen mehr gebunden und auf diese Art und Weise inhibiert werden [102,
106]. Steimle et al. konnten in diesem Zusammenhang eine Rolle von CysC im
Maturationsprozess und Semimaturationsprozess von DZ zeigen, da es via
Cathepsin S an der Antigenprasentation Uber MHC-II mitwirkt [107]. Dies ist
jedoch nicht der einzige Signalweg, da Cystatine unter anderem auch die
Sekretion von inflammatorischen Zytokinen und Stickstoffmonoxid beeinflussen.
Das wird beispielsweise dadurch bestatigt, dass die Gabe von Cystatin zu

erhdhten Konzentrationen von Stickstoffmonoxid und infolgedessen einer
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vermehrten T-Zellantwort fihrt [108, 109]. Auflerdem wurde bei hohen
Konzentrationen von Cystatin eine erhdhte Produktion des Tumor Nekrose
Faktora (TNFa) und IL-10, gefolgt von einer erhohten Synthese von
Stickstoffmonoxid durch Makrophagen gezeigt [110]. Welche Kaskade dieser
Wirkung zugrunde liegt, ist bisher unklar. Vorausgegangene Arbeiten und bisher
unveroffentlichte Daten lassen vermuten, dass es sich um eine Interaktion mit
dem Protein 14-3-3C handeln konnte. Hierbei wurde eine intrazellulare Protein-
Protein-Interaktion zwischen CysC und 14-3-3( festgestellt. Die Physiologische
oder pathologische Rolle dieser Interaktion soll im Folgenden in Bezug auf den

Erhalt der Imnmunhomoostase, vermittelt durch Kommensale, untersucht werden.

1.8 Proteine der 14-3-3 Familie und die Isoform 14-3-3C

14-3-3 bezeichnet eine Familie von Proteinen, die in allen eukaryoten Organis-

men vorkommen [111]. Sie sind sich sehr ahnlich, werden aber auf unterschied-
lichen Genen kodiert. Die Familie umfasst die Isoformen a — n, wobei jedoch a
und & die phosphorylierte Form der Isoformen 3 und ¢ sind [112]. 14-3-3 Proteine
sind saure Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa [113].
Ursprunglich wurden sie im Gehirn vorgefunden, wo sie 1% des loslichen Prote-
ins ausmachen [111, 114]. Mittlerweile wurde jedoch nachgewiesen, dass sie in
fast allen Geweben, wie Herz, Leber und Intestinum vorkommen [115]. In wel-
chen Geweben bzw. in welcher Konzentration die einzelnen Isoformen vorkom-
men, ist jedoch fur das entsprechende Molekul spezifisch. So kommt 14-3-3C v.a.
im zentralen Nervensystem vor, aber auch in Zellen des Osophagus, des Kolons
und des Dunndarms [115]. Intrazellular befinden sich die 14-3-3 Proteine v.a. im
Zytoplasma, konnten aber auch an der Plasmamembran und an Intrazellularen
Organellen, wie dem Nukleus und dem Golgi Apparat festgestellt werden [116,
117]. Dabei kdnnen sie mit 0,6% des menschlichen Proteoms interagieren [118].
Man nimmt an, dass Liganden an eine amphipathische Bindungsstelle von 14-3-3
binden, welche in allen Isoformen vorkommt. Daher kénnen viele Bindungspart-
ner an alle 14-3-3 Proteine binden [119]. 14-3-3s binden mit dieser Struktur
primar an Aminosauresequenzen, welche Phosphoserin enthalten [113, 120-
122]. Aufgrund der notwendigen Phosphorylierung kann die Interaktion zwischen

14-3-3 und verschiedenen Proteinen mithilfe von intrazellularen Kinasen und
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Phosphatasen kontrolliert werden [123, 124]. Ebenfalls ist bekannt, dass 14-3-3
Proteine, wie im Fall von Raf-1, auch an unphosphorylierte Partner binden kon-
nen [113, 125]. Daher gibt es neben der Phosphorylierung des Liganden auch
andere Mechanismen, zur Kontrolle des Bindungsverhaltens, wie Isoform Spezi-
fitat, posttranskriptionale Modifikationen und das Expressionslevel von 14-3-3
[123, 126]. Isoformspezifische Bindung kommt durch Reste in und in der Nahe
der Bindungsfurche zustande [126, 127]. Isoformspezifische Wirkungen entsteh-
en dagegen, durch unterschiedliche Proteinlevels in verschiedenen Geweben
und posttranskriptionale Modifikation [123, 126]. Letztere spielt auch eine Rolle
bei der Hohe der 14-3-3 Konzentration, da dabei unter anderem die Stabilitat der
14-3-3 mRNA durch microRNAs festgelegt wird [128, 129]. AuRerdem wird die
intrazellulare Konzentration von 14-3-3 Uber den proteasomvermittelten Abbau
reguliert [130]. Des Weiteren beeinflusst die Bildung von Dimeren die Funktion
von 14-3-3, obwohl der genaue biologische Effekt noch nicht bekannt ist [113,
124, 131]. Gesichert ist jedoch, dass die Phosphorylierung der 14-3-3 Molekule
an Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten eine wichtige Rolle fur die Bindung
anderer Molekdlle spielt [124, 132, 133]. Bei der Isoform 14-3-3( sind bisher drei
Phosphorylierungsstellen bekannt: S58, S184 und T232 [112, 133]. Anhand der
unterschiedlichen Regulationsmechanismen sieht man, dass 14-3-3 Proteine
viele verschiedene Aufgaben innerhalb der Zelle haben. So sind sie unter ander-
em an Signaltransduktion, Apoptose und der Entstehung von Inflammation betei-
ligt [129, 134, 135]. Dabei beeinflussen 14-3-3 Proteine die Struktur ihrer Inter-
aktionspartner sowie deren intrazellulare Lokalisation [129, 136-138]. Welchen
Effekt 14-3-3 auf den Liganden hat, hangt unter anderem von der Information ab,
die im Partnerprotein in der Nahe der Bindungsregion codiert ist [126, 139].
Alternativ kann 14-3-3 auch nur als Verbindungsprotein agieren, indem es
Interaktionen zwischen Proteinen ermdoglicht, die nicht direkt miteinander in
Kontakt treten konnen [111]. Zu den Liganden von 14-3-3 gehoéren Raf-1, KSR-
1, Ber und Proteinkinasen C [123, 140, 141]. So interagiert auch die Isoform 14-
3-3¢ mit PKC. 14-3-3C ubt einen aktivierenden Effekt auf einige der Isoformen
aus [141, 142]. Dazu gehort auch die Proteinkinase Co [143]. Man nimmt an,
dass diese Interaktion Uber die Zinkfinger Domane von PKC? stattfindet [116].
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1.9 Proteinkinase Cd
Proteinkinase Cd gehort zur Gruppe der Proteinkinasen C (PKCs). Es handelt

sich dabei um Serin- und Threoninkinasen, die eine zentrale Rolle bei der
intrazellularen Signaltransduktion spielen. Sie werden in 3 Subfamilien eingeteilt:
(1) Konventionelle PKCs, (2) neue PKCs und (3) atypische PKCs. Die Einteilung
erfolgt anhand der Molekule, die zur Aktivierung der Kinasen nétig sind. So
bendtigen konventionelle PKCs Ca?*, Diacylglycerol und Phosphatidylserin, neue
PKCs lediglich die beiden Letzteren und atypische nur Phosphatidylserin zur
Aktivierung [144, 145]. Als Teil der ,neuen® Subfamilie wurde PKCd 1986
erstmals beschrieben. PKCd weist ein molekulares Gewicht von 78 kDa bei 676
Aminosauren auf [145-148]. PKCd besteht einerseits aus einer katalytischen
Domane (C3, C4), die ATP und zur Aktivierung notige Substrate binden kann
[148, 149]. Andererseits besitzt PKC® eine regulatorische Domane (C1, C2),
wobei C1 zur Bindung von hydrophoben Interaktionspartnern dient, z.B. der
Zellmembran oder Diacylglycerol [148, 150]. Des Weiteren befindet sich
zwischen C1 und C2 ein Pseudosubstrat, welches PKC® in einer inaktiven
Konformation behalt, indem es den Zugang zur Substratbindungsdomane
blockiert [149, 151].

VA1 V2 V3
— C2 PS| C1

V5

Hinge
regulatorische Domane katalytische Domane

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus der Proteinkinase Co

Die konservierten Domanen C1-C4 sind verbunden durch variable Doménen V1-V5. C1 und C2 bilden die
regulatorische Domane, wobei C1 zur Bindung von Diacylglycerol dient. Zwischen C1 und C2 sitzt ein
Pseudosubstrat (PS), welches die Substratbindungsdomane blockiert. Die katalytische Doméne besteht aus

C3 und C4. Sie ist durch eine Hinge Region mit der regulatorischen Domane verbunden [149].

PKC® wird durch das PRKCD bzw. Pkcd Gen kodiert, befindet sich auf dem
Chromosom 3 des Menschen bzw. auf dem Chromosom 14 der Maus [148, 152]

und wird ubiquitar in fast allen Zellen des Korpers exprimiert [148, 153]. Einen
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Einfluss auf die Expression hat unter anderem PKCa, welche fur eine erhohte
Proteinkonzentration an PKCd sorgt, indem es die Transkription des Pkcd Gens
erhoht und somit ebenfalls das PKC® mRNA Level [154]. Des Weiteren beein-
flussen miRNAs die PKC® Expression posttranskriptional durch Bindung an
PKC& mRNA [155]. Im Anschluss kann PKC® auf verschiedene Arten aktiviert
werden. Ein moglicher Weg ist der sogenannte Kanonische Weg. Hierbei erfolgt
die Aktivierung durch Bindung von Diacylglycerin an die C1 Domane und
anschlieBende Translokation an die Zellmembran [156].

Zellmembran

DAG

DAG
DAG

—>

DAG ‘
it N Bag W

d
. Protein Protein

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Aktivierungsmechanismen von Proteinkinase Cd

T

Abbildung 3a zeigt den kanonischen Aktivierungsmechanismus. Dabei bindet Proteinkinase C6 (PKCd) an

Diacylglycerin (DAG) und wird im Folgenden an die Zellmembran transloziert. Dies fihrt zur Aktivierung.

Die Abbildungen 3b-d stellen die nicht kanonischen Aktivierungsmechanismen dar. In 2b wird PKC®
phosphoryliert (P), was PKC® aktiviert. 2c zeigt die Aktivierung von PKC& durch Spaltung. 2d bildet die
allosterische Aktivierung von PKC®& durch Bindung an ein Protein ab.

Andere Aktivierungsmechanismen werden unter den nicht kanonischen Wegen

zusammengefasst. Hierzu gehoren die allosterische Aktivierung durch Bindung
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eines Proteins sowie die Aktivierung durch Phosphorylierung oder Abspaltung

der regulatorischen Domane [156].

Letzterer Aktivierungsmechanismus spielt bei Apoptose eine Rolle. Hierbei
werden Tyrosin-311 und -332 auf proapoptotische Signale hin phosphoryliert,
was die Spaltung von PKCd durch Caspase 3 zur Folge hat. PKCd wird in der
sogenannten Gelenkregion gespalten, welche die katalytische mit der regulator-
ischen Domane verbindet [148, 157, 158]. Es entsteht ein ca. 40 kDa grol3es,
katalytisch aktives Fragment, welches dann zum Nucleus oder zu den Mitochon-
drien transloziert [148, 150, 159, 160]. Weiterhin wichtig fur die Aktivitat ist die
Phosphorylierung von PKCd an Serin, Threonin und Tyrosinresten. Man nimmt
an, dass diese schon kurz nach der Synthese des Proteins phosphoryliert werden
[161-164]. Daflir sind Kinasen der Src Familie, Rezeptoren fur
Wachstumsfaktoren sowie die Pyruvatdehydrogenase Kinase 1 verantwortlich.
Es sind aber auch Stellen bekannt, die durch PKC® selbst phosphoryliert werden
[148, 165-167]. Zu den Phosphorylierungsstellen, die fur maximale
Kinaseaktivitat bendtigt werden, gehdren Ser-643, Ser-662 und Thr-505 [148,
159, 168, 169]. AuRerdem kann PKC®, auch unabhangig von Lipiden, mittels
Phosphorylierung aktiviert werden [170, 171]. Jedoch wird nicht nur die
Kinaseaktivitdt dadurch moduliert. Gong et al. konnten zeigen, dass sich bei
Phosphorylierung von Tyrosinresten, durch unterschiedliche intramolekulare
Interaktionen die Substratspezifitat von PKC® verandert [172]. So wird auch bei
Vorliegen eines phosphorylierten Threonin-505 die Aktivitat von PKCd
spezifischer fur bestimmte Substrate, wie NFkB oder Troponin | [163, 170].
Wichtig fur die Substratspezifitat ist allerdings auch die explizite intrazellulare
Lokalisation von PKC? in der Zelle. Dies hangt einerseits von der Aktivierung
durch Lipide ab, andererseits aber auch von der Phosphorylierung an
bestimmten Stellen [159, 164, 173]. So ist beispielsweise die Stelle Tyr155
wichtig fur die Translokation zum Nucleus [174]. Fiur die Translokation selbst,
sind weitere Molekule wichtig. Hierzu zahlen die Rezeptoren fur aktivierte C-
Kinasen (RACK), die C-Kinase interagierenden Proteine (C-KIPS) und die A-
Kinase Ankerporteine (AKAP) [156, 175-179]. Wie der Name bereits sagt, trans-

portieren RACKs PKC, nachdem sie aktiviert wurde, zu ihrem Bestimmungsort in
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der Zelle. Dabei werden PKCs nicht nur zur Plasmamembran transportiert,
sondern kdnnen an viele verschiedene zellulare Orte, wie dem Nucleus oder dem
Golgi Apparat translozieren [156, 180]. Man geht davon aus, dass es spezifische
RACKSs fur die unterschiedlichen Isoenzyme gibt und damit, zumindest teilweise,
deren Funktion bestimmt wird [156, 176, 181]. Dies gilt ebenfalls fur C-KIPS,
welche auch inaktive PKCs binden kénnen, um sie an Orte zu bringen, an denen
sie anschlieRend aktiviert werden [156, 178]. AKAPs wiederum werden mit dem
Transport zu Enzymkomplexen, die NMDA und AMPA Rezeptoren kontrollieren,
in Zusammenhang gebracht [156, 179]. Dies sowie der Einfluss durch 14-3-3
Proteine [182, 183], wie bereits in 1.8 erwahnt, zeigen wie wichtig Protein-Protein
Bindungen fur die Funktionen von PKCd sind. PKCd wird Uber unterschiedliche
Rezeptoren aktiviert, wie dem p60 Tumor Nekrose Faktor Rezeptor, dem Insulin
Rezeptor und auch bestimmten Toll-like Rezeptoren [184-187]. Daraufhin
werden verschiedene Faktoren, wie PU.1, p21 und Signal Transducers and
Activators of Transcription 3 (STAT3), phosphoryliert [188-190]. Sie wirkt also an
einigen Signalwegen innerhalb der Zelle mit. Bekannt sind unter anderem
Zellwachstum und -differenzierung, Apoptose, Motilitat und Sekretion. Durch die
Vielfalt an Funktionen, kann PKC& mit vielen verschiedenen Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht werden [191-198]. Dazu gehdéren auch einige
inflammatorische und mit Autoimmunitat in Zusammenhang gebrachte
Erkrankungen [199-201]. So wurde beobachtet, dass Pkcd”- Mause bzw. solche
mit  einer inaktiven Form der Kinase zur Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen mit lupusahnlichen Symptomen neigen [201-204].
Dass es sich jedoch vermutlich um eine proinflammatorische Rolle von PKCd
handelt, zeigen Untersuchungen mit PKC® Inhibitoren, zur Behandlung von
Inflammation bei akuten Lungenerkrankungen und bei Atherosklerose [205-207].
Der inhibitorische Effekt geht dabei auf eine gesenkte Aktivierung von NFkB und
die damit zusammenhangende verringerte Chemokin Sekretion zurlck [208-
211]. Dies steht im Einklang mit Publikationen von verschiedenen
Forschungsgruppen, die zeigen konnten, dass die Inhibition der Proteinkinase zu
verminderter Aktivierung von NFkB, weniger Sekretion von Zytokinen und einer

niedrigeren Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) in Zellen des angeborenen
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Immunsystems fuhrt. Es wird angenommen, dass dieser Signalweg uber TLR4
Rezeptoren und deren Interaktion mit TIR enthaltenden Adapter Proteinen
(TIRAP) verlauft [93, 94, 212]. Des Weiteren kann PKC& mit chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen in Zusammenhang gebracht werden [213,
214]. Sie interagiert hierbei mit der induzierbaren Stickstoffmonoxid Synthase
(iINOS) und hat dadurch direkten Einfluss auf die Produktion von NO. Aul3erdem
beeintrachtigt sie die Bildung von Zell-Zellkontakten. Diese beiden Mechanismen
verringern die intestinale Zellbarriere und begunstigen somit den Kontakt des
Immunsystems mit dem Mikrobiom [215, 216]. PKC® spielt demnach eine

wichtige Rolle in der Homobostase des Darms.

1.10 Induzierbare Stickstoff Synthase (iNOS)

Es gibt mindestens vier verschiedene Formen von Stickstoff Synthasen (NOS):
Die endotheliale NOS, die induzierbare NOS (iNOS), die neuronale NOS und die
mitochondriale NOS [217]. INOS kommt teils konstitutiv vor, wird aber v.a. durch

Zytokine oder bakterielle Bestandteile induziert [218-220]. Normalerweise liegt
sie geldst im Zytosol vor und ist nur aktiv, wenn sie als Dimer vorliegt [218, 221].
Die Konzentration von NO und die intrazellulare iINOS Konzentration wird vor
allem auf transkriptionalem Level reguliert. Dabei fuhren je nach Stimulus
verschiedene Signalwege zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren. An diesen
Wegen sind beispielsweise Janus Kinasen, Mitogen aktivierte Protein Kinasen
(MAP Kinasen) oder auch PKC beteiligt [222-226]. Eine dieser Signalkaskaden
verlauft, ausgelost durch LPS, Uber den TLR4/CD14 Rezeptorkomplex zur
Aktivierung von NFkB, das wiederum zur Expression von iNOS fluhrt [227, 228].
Alternativ kann auch Interferon-y die iNOS Transkription Uber den Jak-STAT
Signalweg steigern [229]. Bei physiologischen Konzentrationen inhibiert NO
proinflammatorische Plattchenaggregation, Integrin vermittelte Adhasion und die
Induktion von proinflammatorischen Genen [230, 231]. Kommt es zur Stimulation,
erhoht sich die Konzentration. In diesem Fall dient NO zur Abwehr von
bakteriellen und viralen Pathogenen [232, 233]. Dies kann auch bei inadagaten
Stimuli, wie durch LPS von kommensalen Bakterien des Darms, passieren. Auf
diese Art und Weise wird NO zum Mediator einer pathologischen Entziindungs-

reaktion [233-235]. Es konnte gezeigt werden, dass auch bei inflammatorischen
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Erkrankungen, wie Atherosklerose, rheumatoider Arthritis oder Multipler
Sklerose, die NO Produktion erhoht ist [236-238]. Hierbei ist die immunologische
Homoostase gestort, in dessen Rahmen es zu einer autoimmunen Erkrankung
kommt, was die Wichtigkeit der am Erhalt der Homoostase beteiligten

Mechanismen aufzeigt.

1.11 Induktion regulatorischer T-Zellen

Wie PKCb sind auch regulatorische T-Zellen (Treg) essentiell fur den Erhalt der
Homdostase im Darm, indem sie antiinflammatorische Zytokine, wie IL-10,
ausschutten [239-241]. Damit jedoch naive T-Zellen zu Tregs differenzieren
konnen, sind verschiedene Zytokine noétig. Der Transforming Growth Factor 3
(TGF-B) induziert die Differenzierung der naiven T-Zellen zu Tregs. Des Weiteren
werden IL-2 und der Vitamin A Metabolit Retinsaure bendtigt, um die T-Zellen zu
Tregs ausreifen zu lassen [241-243]. Die notwendigen Faktoren werden von DZ
im Darm sezerniert, wobei Retinsaure in DZ mithilfe einer Aldehyddehydro-
genase (ALDH), der Retinal Dehydrogenase, produziert wird. Diese ALDH wird
durch das Gen Aldh1a2 kodiert [244-246]. Eine SchlUsselfunktion der Retinsaure
ist auRerdem, dass sie die Expression von Darm Homing Rezeptoren an der
Oberflache von T-Zellen bedingt [241, 247]. Wie wichtig Tregs fur das
Gleichgewicht im Darm sind wird in Versuchsmodellen gezeigt, in denen sie nicht
vorhanden sind. Mause ohne Tregs entwickeln entzindliche Darmerkrankungen
aufgrund von starken Immunreaktionen auf das kommensale Mikrobiom [248,
249]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Tregs eine wichtige Rolle bei der Heilung

von Colitiden in Mausversuchsmodellen spielen [250, 251].
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1.12 Zielsetzung

Semimature dendritische Zellen (smDZ) kénnen starke entziindliche Prozesse
effektiv verhindern, eindammen oder zum Erliegen bringen. Sie sind somit wichtig
fur den Erhalt der intestinalen Immunhomaoostase und fur Immunreaktionen im
Rahmen von intestinalen Erkrankungen wie chronisch entzindlichen Darmer-
krankungen (CED). SmDZ vermitteln Toleranz gegenuber kommensalen Bakter-
ien, zu welchen unter anderem der Symbiont B. vulgatus und der Pathobiont
E. coli gehoren. Sie sind Teil der Bakterienphyla, welche bekannterweise bei
Patienten mit CEDs in veranderter Menge vorliegen. Die molekularen Mechanis-
men, die der Entstehung von smDZ zugrunde liegen, sind nur unzureichend
bekannt. iINOS spielt eine wichtige Rolle bei Entzindungsreaktionen und konnte
somit in smDZ im Vergleich zu maturen DZ in geringerer Konzentration vorliegen.
Aus verschiedenen Publikationen geht hervor, dass die Expression von iNOS
indirekt durch PKCd erhoht wird, welches wiederum durch 14-3-3¢ aktiviert wird.
Auf Grundlage vorausgegangener Arbeiten sollte eine direkte Bindung zwischen
14-3-3C und Cystatin C bestatigt werden. CysC ist als Protein bekannt, das in
smDZ und mDZ in unterschiedlicher Konfiguration vorkommt. In mDZ liegt es
vermehrt als Homodimer (siehe Abb. 4 Signalweg a) vor, in smDZ jedoch
vermehrt als Heterodimer (siehe Abb. 4 Signalweg b) und ist als solches an ein
weiteres Protein gebunden, das daraufhin, wie im Beispiel von 14-3-3C, nicht
mehr in der Lage ist an PKCd zu binden und das Enzym zu aktivieren. Deshalb
sollte gezeigt werden, dass die Aktivitat von Proteinkinase C® mittels Cystatin C
reguliert wird. Ziel dieser Arbeit war demnach die Untersuchung der PKC®
Aktivitat in murinen, semi-maturen und maturen dendritischen Zellen in
Abhangigkeit von Cystatin C und deren Einfluss via 14-3-3C auf die Expression
von iINOS. Es konnte bereits gezeigt werden, dass dendritische Zellen auf
Stimulation mit dem symbiontischen Kommensal B. vulgatus, einen semimaturen
und, nach Stimulation mit dem Pathobionten E. coli, einen maturen Phanotyp
zeigen. Dadurch hat B. vulgatus das Potential, maligeblich am Erhalt der
Homdostase im Darm beteiligt zu sein. Weiterhin ist klar, dass CysC bezlglich
des molekularen Mechanismus eine wichtige Rolle spielt, indem es uber

Cathepsine die Antigenprasentation auf MHCII Molekullen kontrolliert.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines neuen Regulationsmechanismus via Cystatin C, 14-3-
3¢ und PKCd

Signalweg a: Bei Kontakt von E. coli mit dem TLR4/MD2 Komplex knochenmarksgereifter dendritischer
Zellen (DZ) entstehen erhohte Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) innerhalb der Zelle. Mit
steigender ROS Konzentration bildet Cystatin C (CysC) Homodimere, welche aufgrund ihrer blockierten
Bindungsdoméne kein 14-3-3C binden kdnnen. Freies 14-3-3C aktiviert Proteinkinase Cd (PKC8) durch
Bindung an dessen Zinkfingerdoméane. PKC& induziert anschlieend indirekt die Synthese von induzierbarer
Stickstoffsynthase (iNOS) iber den Transkriptionsfaktor NFkB. iNOS produziert Stickstoffmonoxid (NO), das

an der nachfolgenden Entziindungsreaktion beteiligt ist.

Signalweg b: Kontakt von B. vulgatus mit dem TLR4/MD2 Komplex von DZ fiihrt zu niedrigen ROS
Konzentrationen in der Zelle. Daher liegt CysC als Monomer vor und bindet freies 14-3-3. Dadurch kann
PKCd nicht mehr durch Bindung von 14-3-3C aktiviert werden, weshalb die Induktion der iNOS Produktion
via NFkB ausbleibt.

Zusatzlich soll in dieser Arbeit eine Interaktion von CysC mit 14-3-3(, einem
Protein, welches Einfluss auf die Aktivitat von PKCd hat, gezeigt werden. PKCd
wiederum ist bekannt als proinflammatorisches Enzym, da es uUber NFkB die

Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen und vor allem die Aktivitat von
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INOS reguliert. INOS synthetisiert NO das an der Entstehung der Pathologie

chronisch entziindlicher Darmerkrankungen beteiligt ist.

Um die genannten Zusammenhange zu untersuchen, wurde zunachst die PKC®
Aktivitat in dendritischen Zellen aus Wildtyp Mausen, nach Stimulation mit je
einem Symbionten (B. vulgatus) oder einem Pathobionten (E. coli mpk), gemes-
sen. Danach wurde selbiges in Abwesenheit von funktionellem CysC untersucht.
Dies wurde erreicht, indem man die Aktivitdtsmessung in dendritischen Zellen
aus CysC defizienten Mausen wiederholte. AnschlieRend wurde Uberprift, ob es
sich bei den etwaigen PKCB3-Aktivitatsunterschieden um Anderungen des
Aktivitatsniveaus von PKC® handelte oder ob es sich um Differenzen der Protein-
konzentration von PKC® bzw. pThr505 PKC&d handelte. Da die Interaktion
zwischen CysC und PKCd laut Hypothese Uber die Bindung von 14-3-3C
stattfand, wurde auch dessen Konzentration bestimmt. Des Weiteren wurde
gezeigt, ob CysC direkt an 14-3-3C bindet. AbschlieRend wurde ein biologisches
Read out mithilfe einer Messung der iINOS-Expression durchgeflihrt. Auf diese
Art und Weise wurde der Einfluss von Pathobionten und Symbionten einerseits
auf die Expression von PKC®, 14-3-3C sowie auf die Aktivitat von PKCO
untersucht und andererseits ihr Einfluss auf die Protein-Protein-Interaktion
zwischen CysC, 14-3-3C und PKC®d gezeigt. Schlussendlich wurde aul3erdem die
biologische Relevanz durch Messung des Effekts der Kommensale auf die INOS

Expression aufgezeigt.

Da die genauen Mechanismen des Erhalts von Homdostase im Darm noch
weitestgehend unklar und die derzeitigen Therapiemoglichkeiten chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen unzureichend sind, kénnte die Aufdeckung
eines neuen Signalwegs die therapeutischen Optionen zur Behandlung von
chronisch entzundlichen Darmerkrankungen erweitern und das Verstandnis des

Effekts von Darmkommensalen auf das Immunsystem verbessern.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Gerite

Name

Hersteller

Mikroskop Axiovert 25

Carl Zeiss, Jena

Zentrifuge Centrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Centrifuge 5417 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge mini Spin plus

Eppendorf, Hamburg

Brutschrank

Heraeus, Hanau

ELISA-Reader infinite F50 Photometer

Tecan Group Ltd, Crailsheim

Wasserbad

Memmert, Schwabach

Anaerobier-Topf

Merck, Darmstadt

Neubauer-Zahlkammer

Superior, Lauda-Konigshofen

Pipetten: Eppendorf Research
(1, 10, 20, 200 und 1000 pL)

Eppendorf, Hamburg

Pipettier-Hilfe

Eppendorf, Hamburg

Schittelinkubatoren

Infors, Bottmingen

Steril-Arbeitsbank

BDK, Sonnenbuhl-Genkingen

Vortexer

Heidolph Instruments, Schwabach

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg

Durchflusszytometer LSR Fortessa

BD, Heidelberg

Licor Odyssey Infrared Imager

Licor

SDS-Page Ausrustung

BioRad
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2.1.2 Verbrauchsgegenstande

Tabelle 2: Verbrauchsgegenstinde

Name

Hersteller

Anaerobier-Beutel

Oxoid, Basingstoke, UK

Kivetten

Sarstedt, NUmbrecht

Glaskolben

Schott Duran, Mainz

Mikrotiter-Platten
Rundboden, Spitzboden)

(Flachboden

Freiner Bio-One, Frickenhausen

Pasteurpipetten

WU-Mainz

Reaktionsgefalle (1,5 und 2 mL)

Eppendorf, Hamburg

Spitzboden-Rdéhrchen (15 mL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Spitzboden-Rohrchen (50 mL)

BD Falcon, Heidelberg

Zellkulturflaschen (75 cm?, 250 mL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 96-well)

BD Falcon, Heidelberg

Zellfilter 100 pL

BD Falcon, Heidelberg

Zellschaber

Corning Inc, Corning, NY, USA

Petri-Schalen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Rundboden-Roéhrchen (14 mL)

BD Falcon, Heidelberg

Pipettenspitzen (10 uL)

Starlab GmbH, Hamburg

Pipettenspitzen (200 uL)

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettenspitzen (1000 uL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Einmalspritzen (10 mL)

ALMO-Erzeugnisse Erwin-Busch

GmbH, Bad Arolsen

Pipetten (5, 10, 25, 50 mL)

Corning Inc, Corning, NY, USA

28




2.1.3 Zelllinien

Tabelle 3: Zelllinien

Name Hersteller
Knochenmarksgereifte = dendritische | eigene Kultivierung aus
Zellen (BMDCs) Knochenmark von Mausen
HEK-293 InVivoGen, San Diego, CA, USA
HEK-293-mTLR 4-MD2-CD14 InVivoGen, San Diego, CA, USA
2.1.4 Bakterienstamme
Tabelle 4: Bakterienstamme
Name Hersteller
Bacteroides vulgatus mpk _
o . Max-von-Pettenkofer Institut,
(isoliert aus Faces von gesunder SPF- |
Munchen
Maus)
Escherichia coli mpk 2
o . Max-von-Pettenkofer Institut,
(isoliert aus Faces von gesunder SPF- |
Munchen
Maus)
2.1.5 Mause
Tabelle 5: Mause
Name Hersteller
Charles River Laboratories,
C57BL/6 o
Wilmington, MA, USA
Cst3”" Eigene Zucht
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2.1.6 Chemikalien und Medien fiir Zellkulturen

Tabelle 6: Chemikalien und Medien fiir Zellkulturen

Name

Hersteller

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Fetales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

GM-CSF

Eigenproduktion, Institut fur Mikro-

biologie, Tubingen

DMEM-Medium (mit Glutamin)

Life Technologies (gipco), Carsbad,
CA, USA

Nicht essentielle Aminosauren

Biochrom, Berlin

PBS (phosphate buffered saline)
Dulbecco (mit Ca?* und Mg?*)

Life Technologies (gipco), Carlsbad,
CA, USA

Penicillin-Streptomycin
(10000 units/mL)

Life Technologies (gipco), Carlsbad,
CA, USA

Trypan-Blau

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Trypsin/EDTA

Life Technologies (gipco), Carlsbad,
CA, USA

VLE RPMI-1640

Biochrom, Berlin

Tabelle 7: Medien fiir Zellkulturen

Medium Zusammensetzung
DMEM-Medium 500mL
HEK-Medium Fetales Kalberserum (FCS) 10% (v/v)
Penicillin-Streptomycin 1% (v/v)
VLE RPMI-1640 500mL
FCS (hitzeinaktiviert) 10% (v/v)
GM-CSF 2% (vIv)
DC-Medium L-Glutamin 1% (viv)

Nicht essentielle Aminosauren 1% (v/v)
0,5% (v/v)
1% (v/v)

B-Mercaptoethanol

Penicillin-Streptomycin
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2.1.7 Medien fiir Bakterienkulturen

Tabelle 8: Medien fiir Bakterienkulturen

Medium Zusammensetzung

Trypton 10 gL’
LB (Luria-Bertani) Medium Hefeextrakt 5glL’
pH 7,5 NaCl 10g L™

Fertigpulver von BD, Heidelberg

Nahrsubstrat 27,59 L-1

. _ _ . D(+)-Glucose 20gL-1

BHI (brain-heart-infusion) Medium

NaCl 59 L-1
7,4 pH

Na2HPO4 2,5gL-1

Fertigpulver von Merck, Darmstadt

2.1.8 Co-Immunoprazipitationen: Antikorper, Chemikalien und Puffer

Tabelle 9: Antikorper und Chemikalien fiir Co-lmmunoprazipitationen

Name

Hersteller

Protein G Dynabeads

Life Technologies (Novex), Carlsbad,
CA, USA

EDTA

Serva, Heidelberg

Pierce Protease Inhibitor

ThermoScientific, Karlsruhe

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Phosphatase Inhibitor Cocktail 3

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

PBS (phosphate buffered saline)
Dulbecco (mit Ca?* und Mg?*)

Life Technologies (gipco), Carlsbad,
CA, USA

Tween 20

Merck, Darmstadt

NaCl Merck, Darmstadt
Nonidet P-40 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PKCd Antikorper #2058 Cell Signaling Technology, Cambridge

Maus Cystatin C Antikorper

R&D Systems, Wiesbaden

Ratte Cystatin C Antikorper

R&D Systems, Wiesbaden

Trizma Base

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Glycin Pufferan

Roth, Karlsruhe

HCI 1M

Merck, Darmstadt
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Tabelle 10: Puffer und Lésungen fiir Co-immunoprazipitationen

Name Zusammensetzung
Waschpuffer PBS
0,01% Tween 20
Eluierungspuffer Glycin pH 2,5 0,1M
Neutralisierungspuffer Tris/HCI pH 8,0 ™M
Tris/HCI pH 7,4 50mM
NaCl 150mM
Nonidet P-40 1% (v/v)
EDTA 1mM
Pierce Protease Inhibitor (10x Stock)
Lysepuffer 1x
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2
20 L
Phosphatase Inhibitor Cocktail 3
60 pL
H20 1316 uL
2.1.9 Kits
Tabelle 11: Kits
Kit Hersteller

Pierce BCA Protein Assay Reagent

ThermoScientific, Karlsruhe

PKC Kinase Activity Kit

Enzo Life Sciences, Farmingdale

RNeasy-Kit

Qiagen, Venlo, Niederlande

Aldefluor-Kit #01700

Stemcell, Vancouver, Kanada
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2.1.10 Primer

Tabelle 12: Primer

Protein Gen Forward Primer Reverse Primer
B-Actin Actb CCCTGTGCTGCTCACCGA ACAGTGTGGGTGACCCCGTC
Aldehyd- | Aldh1a2 | AAGACACGAGCCCATTGGAG | GGAAAGCCAGCCTCCTTGAT
dehydro-
genase
iINOS Nos2 | GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA | GTGGACGGGTCGATGTCAC

2.1.11 Durchflusszytometrie: Antikorper und Chemikalien

Tabelle 13: Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antigen Fluorophor | Wirt Klon Hersteller
CD11c APC Hamster HL3 BD
iINOS/Nos2 FITC Maus 6 BD

Tabelle 14: Chemikalien fiir die Durchflusszytometrie

Name Hersteller

Fc-Block Eigene Herstellung
Cytofix/Cytoperm BD

Perm/Wash Herstellung aus PBS, 1% FCS und

0.1% Saponin
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung und Quantifizierung von Bakterien

Zur Kultivierung von B. vulgatus mpk wurden 50 pL Cryo-Stock in ca. 5 mL Brain
Heart Infusion (BHI)- Medium gegeben, welches ein Stuck Leber enthielt. Das
Medium wurde dann bei 37 °C anaerob gelagert. Nach drei Tagen wurden der
Kultur 5 mL enthommen, zu 45 mL BHI-Medium gegeben und Uber Nacht bei 37
°C anaerob inkubiert.

FiUr das Ansetzen der E. coli mpk Kultur wurden 50 pL eines Cryo-Stocks zu 5
mL Luria Bertani (LB-)Medium gegeben. Diese wurde Uber Nacht bei 37 °C aerob
und schuttelnd kultiviert, bis man 300 uL dieser Suspension in 20 mL frisches LB-
Medium gibt und fur weitere 2,5 h bei 37 °C schutteln lasst.

Um die Bakterienkulturen zu quantifizieren, wurden 20 mL entnommen und bei
4000 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit 10 mL
steriler PBS L6sung resuspendiert. Hiervon wurden 50 pL mit 950 yL PBS in eine
Klvette gegeben und deren ODsoo bestimmt. Dabei entspricht eine Extinktion von

1,0 einer Anzahl von 5 x 108 Bakterien pro Milliliter.

2.2.2 Generierung knochenmarksgereifter dendritischer Zellen

In den Versuchen dieser Doktorarbeit wurden dendritische Zellen (DZ)
verwendet. Hierfur wird aus mindestens 6 Wochen alten Mausen Knochenmark
entnommen. Danach wurden Femur und Tibia enthommen, um die Markhdhle
mit sterilem PBS zu durchspulen, wobei sich die darin enthaltenen Stammzellen
|6sten. Die so gewonnene Losung wurde anschliefend mit einem Sieb, das eine
Maschenweite von 100 um hat, gefiltert und bei 400 x g fur 5 Minuten zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 mL DC-Medium
resuspendiert. Nach Ermittlung der Zellzahl wurden je 2 x 10° Zellen in
Petrischalen mit je 10 mL DC-Medium verteilt und in einem Brutschrank bei 37 °C
inkubiert. 3 Tage spater wurden in jede Petrischale 10 mL Medium zugegeben,
welches an Tag 6 wieder entnommen wurde. Um hierbei einen Ubermafigen
Zellverlust zu verhindern, wurde das entnommene Medium mit den Zellen einer
Maus bei 400 x g 5 Minuten zentrifugiert, das Zellpellet mit 10 mL Medium in
einem 50 mL Falcon gesammelt und wieder auf die Petrischalen verteilt. Danach
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wurden die Zellkulturen mit 10 mL DC-Medium aufgeflllt. Nach 7 Tagen waren
die Zellen zu dendritischen Zellen ausdifferenziert und konnten mit einem
Zellschaber vorsichtig von der Petrischale gelost werden. Der gesamte Inhalt der
Petrischalen wurde entnommen und bei 400 x g fur 5 Minuten zentrifugiert. Nun
konnten die Zellen wiederum resuspendiert und gezahlt werden, um sie fur

Versuche zu verwenden.

2.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl der Zellen wurde mithilfe einer Neubauerkammer ermittelt. Hierzu
wurden 10 pL der Zellsuspension mit 90 uL Trypanblau 1:10 verdinnt und in die
Zahlkammer eingegeben. Trypanblau farbt tote Zellen blau. Unter einem
Lichtmikroskop, konnten nun die Zellen in den einzelnen Quadraten ausgezahit
werden. Die so ermittelte Zellzahl geteilt durch die Anzahl der GroRquadrate
ergibt, unter Berucksichtigung der Verdinnung, den Zellgehalt der Lésung mal
104,

gezahlte Zellen
Anzahl der Quadrate

Zellzahl in Losung = * Verdinnungsfaktor = 10*

2.2.4 Stimulation CD11c+ knochenmarksgereifter dendritischer Zellen

In den Versuchen dieser Doktorarbeit wurden CD11c+ knochenmarksgereifte
dendritische Zellen KGDZ, die mit Bacteroides vulgatus mpk stimuliert wurden,
verglichen mit unstimulierten und mit CD11c+ KGDZ, die mit E. coli mpk stimuliert
wurden. Deshalb wurden von den in 2.2.2 beschriebenen generierten Zellen
jeweils 2 x 108 Zellen in 6-Well Platten ausgesat und auf ein Volumen von 2 mL
mit DC-Medium aufgefullt. Nach einer Stunde Inkubationszeit bei 37 °C wurden
die Zellen stimuliert. Fur die Stimulation galt MOI = 1, weshalb zur Stimulation mit
E. coli mpk und B. vulgatus mpk die jeweiligen Wells mit 2 x 10° Bakterien beimpft
wurden. Die Kontrolle blieb unbeimpft. Um eine Uberkolonisation mit Bakterien
zu verhindern, wurden auflerdem nach einer Stunde 2 pL Gentamycin
hinzugegeben, um die Bakterien abzutdten. Nach Ablauf der Stimulation nach 2
h, 3 h, 4 h oder 20 h wurden die Zellen mit einem Zellschaber aus den Wells

geldst, zentrifugiert und je nach Versuch weiterverwendet.
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2.2.5 Proteinbestimmung nach Bechtold Pierce

Zur Proteinbestimmung nach Bechtold Pierce wurde das Kit ,Pierce BCA Protein
Assay Reagent” verwendet. Dieses beruht auf dem Bicinchoninsaure-Assay, bei
dem Cu?* zu Cu* reduziert wird und Cu* mit Bicinchinon einen Farbkomplex
bildet, dessen Absorptionsmaximum bei 562 nm liegt.

Zur Durchfihrung wurden Standards mit einer Proteinkonzentration von 1000,
800, 600, 400, 200, 100 und 0 mg/mL verwendet und die Proben 1:20 auf ein
Gesamtvolumen von 10 uL verdinnt. Fur die Farbreaktion wurden anschlie3end
190 pL Reaktionslésung zugegeben. Diese wurde aus 200 pL der Lésung A und
4 uL der Losung B des Kits hergestellt. Nach einer halben Stunde Inkubationszeit
wird anhand der Standardkurve im ELISA-Reader infinite F50 Photometer die
Konzentration der Proben ermittelt.

2.2.6 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
dient zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer GréRe. Durch das im Gel
enthaltene SDS (sodium dodecyl sulfate) werden alle Proteine denaturiert und
erhalten dieselbe negative Ladung pro Masseneinheit. Daher wandert ein Protein
umso schneller durch ein Gel, je kleiner es ist und je grof3er die Porengrol3e des
Gels ist. Die PorengroRe eines Gels hangt von der Konzentration des darin
enthaltenen Acrylamids ab.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde vorab die Proteinkonzentration, wie in 2.2.5
beschrieben, bestimmt und jeweils die gleiche Menge in die Taschen des Gels
eingegeben. Sobald ein elektrisches Feld angelegt wurde, durchliefen die
Proteine zunachst das sogenannte Sammelgel. Als Sammelgel wird der Teil des
Gels bezeichnet der weniger engmaschig ist. Dies geschieht bei einer konstanten
Stromstarke von 30 mA. Damit man erkennen konnte, wo sich die Proben auf
dem Gel befinden, wurden sie mit reduzierendem Lammli-Puffer versetzt. Dieser
ist als blaue Front wahrend der Elektrophorese sichtbar. AuRerdem wurde
zusatzlich zu den Proben PageRuler Prestained Protein Ladder als
GroRenstandard aufgetragen. Sobald die Lauffront das engmaschigere Trenngel
erreichte, wurde die Stromstarke auf 60mA erhdht. Sobald das untere Ende des

Gels erreicht worden war, wurde die Gelelektrophorese beendet.

36



2.2.7 Western Blot

Der Western Blot schlieft sich der SDS-PAGE an und wird zur Ubertragung der
im Gel enthaltenen Proteine auf eine Nitrocellulosemembran verwendet, um die
aufgetrennten Proben mittels Antikorper sichtbar machen zu kénnen. Hierzu
wurde das Gel zwischen zwei Schwammen und Whatmanpapieren auf eine
Membran gelegt und zusammengepresst. In einen Blotpuffer getaucht wurde nun
wiederum fur 90 Minuten eine Stromstarke von 300 mA angelegt. Um einen
adaquaten Nachweis mit Antikdrpern zu ermoglichen, musste die Membran
zunachst mit 5 mL Odyssey Blocking Buffer geblockt werden. Dies verhinderte
die unspezifische Bindung von Antikérpern an die Membran. Anschliellend wurde
die Membran fur 30 Minuten mit 0,1% PBS/Tween gewaschen, bevor die
Membran dann mit dem Primarantikorper Uber Nacht bei 4 °C inkubierte. Die
Antikdrper Rabbit Anti-PKCd und Rabbit Anti-pPKC& (Thr505) wurden im
Verhaltnis 1:1000 mit Odyssey Blocking Buffer und 0,2% Tween 20 verdinnt
zugegeben. Der Maus Cystatin C und der anti-h14-3-3C Antikorper wurden
dagegen 1:5000, mit denselben Substanzen verdinnt, mit der Membran
inkubiert. Der Ratte Cystatin C Antikdrper wurde im Verhaltnis 1:334 verdinnt.
Am nachsten Tag erfolgte ein weiterer Waschschritt, danach wurde der
Sekundarantikérper aufgetragen. Dieser wurde 1:10000 in Odyssey Blocking
Buffer, 0,2% Tween 20 und 0,04% SDS verdunnt und 2 h auf der Membran
belassen. AbschlieRend wurde drei Mal fur zehn Minuten mit 0,1% PBS/Tween
und zwei Mal 20 Minuten mit PBS gewaschen. Nun konnte mithilfe des Licor
Odyssey Infrared Imager das fluoreszierende Bandenmuster und dessen

Intensitat ausgelesen werden.

2.2.8 Induktion von Apoptose unter Inhibition verschiedener Proteasen
Zunachst wurden je 2 x 108 Zellen in 5 der Wells einer 6-Well Platten ausgesat.

Anschliellend wurde in je ein Well der irreversible Cathepsin S Inhibitor LHVS (4
MM), der Cathepsin B Inhibitor Ca074-Me (25 M) und der Caspase 3 Inhibitor Z-
DEVD-FMK (50 uM) gegeben. Nach einer Stunde wurde zur Apoptoseinduktion
Staurosporin (1 uM) hinzugegeben [252]. AulRerdem wurden zwei Negativ-
kontrollen hergestellt. Eine ohne Zusatz und eine mit Staurosporin. Im Anschluss

wurden eine Gelelektrophorese und ein Western Blot gegen PKCd durchgeflhrt.
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2.2.9 Co-Immunoprazipitation

Die Co-Immunoprazipitation (ColP) dient dazu, mithilfe von magnetischen Beads,
die Uber ein G-Protein an Antikorper gekoppelt sind, aus einer Probe ein Protein
zu isolieren. Dadurch entsteht eine Losung, die fast ausschlie3lich dieses Protein
enthalt. Die ColP wurde mit Antikérpern gegen Proteinkinase C6 (PKC®) und
Cystatin C (CysC) durchgefuhrt.

Bevor eine Co-Immunoprazipitation durchgefuhrt werden konnte, musste eine
Zelllyse erfolgen, da intrazellulare Protein-Protein-Interaktionen untersucht
werden sollten. Hierzu wurde das gewonnene Zellpellet mit Lysepuffer schaumig
resuspendiert und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nun wurde bei 1000 x g fur
10 Minuten erneut zentrifugiert und der Uberstand bei -80 °C eingefroren.

Fur die ColP wurde nach dem Auftauen die Proteinkonzentration der Probe
bestimmt. Um das Protein aus dem Lysat zu isolieren, wurden 50 pL Protein G
Dynabead in einem Reaktionsgefal® an einen Magneten gehalten, um die
Losungsflussigkeit zu entfernen. Im Anschluss wurden 600 pL PBS/Tween
(0,01%) mit 25 yL (PKC® Antikorper) oder 50 yL (Maus Cystatin C Antikorper)
Antikdrper zu den Dynabeads gegeben und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
rollend inkubiert. AnschlieRend wurde die Bead-Antikérper-Verbindung an einem
Magneten vom Uberstand getrennt und mit 200 yL PBS/Tween (0,01%) durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gewaschen. Nachdem der Uberstand mithilfe
des Magneten erneut entfernt wurde, wurde das Zelllysat hinzugegeben und bei
4 °C eine Stunde rollend inkubiert. Dieser Schritt dient zur Bindung des Antigens
an den Antikorper.

Danach wurde die Bead-Antikorper-Antigen Verbindung vom Rest der Losung
isoliert und dreimal mit 600 yL PBS/Tween gewaschen bevor sie in ein neues
Reaktionsgefal® Uberfihrt wurde. Dadurch wurde die unspezifische Bindung
verschiedener Molekule an die Wand des Reaktionsgefaldes verhindert, sodass
sie nicht in das Eluat gelangen konnten. Im Folgeschritt wurde Glycin 0,1 M
pH 2,5 hinzugegeben, wodurch die Bindung des G-Proteins an den Beads zum
Fc-Teil der Antikorper aufgeldst wurde. Jetzt wurde das Untersuchungsmaterial
an einen Magneten gehalten und der Uberstand in einen neuen Behélter
uberfuhrt, wo er mit 10 yL Tris/HCI 1,0M pH 8,0 neutralisiert wurde.
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2.2.10 Aktivitatsmessung von Proteinkinase Cd

Die Aktivitatsmessung von PKCd erfolgte mit dem PKC Kinase Activity Kit von
Enzo Life Science. Dabei wurde eine 96-well Platte verwendet, deren Boden mit
einem Proteinkinase C (PKC) Substrat beschichtet ist. Wird also eine Probe, die
PKC enthalt, und ATP hinzugegeben, wird das Substrat phosphoryliert. Nach 90
Minuten wurde die Reaktion beendet und ein Antikérper hinzugegeben, der
spezifisch das phosphorylierte Peptid bindet. Um die Menge der Phospho-
rylierungen sichtbar zu machen, wurde ein sekundarer peroxidase konjugierter
Antikdrper hinzugegeben, der den Primarantikbrper band. Wurde nun
Tetramethylbenzidin beigemischt, kam es zu einer Verfarbung, die proportional
zur Phosphotransferaseaktivitat von PKC war. Diese Reaktion wurde mithilfe von
,acid stop solution” angehalten. Die abschlieende photometrische Messung
wurde mit dem ELISA-Reader infinite F50 Photometer bei 450nm Wellenlange
durchgefuhrt.

Bei den aufgefuhrten Versuchen, wurde stets eine Negativkontrolle mitgefuhrt.
So wurde wie bei einer ColP ein Gemisch aus 10 pyL Tris/HCI 1,0 M pH 8,0 mit
20 pL Glycin 0,1 M pH 2,5 hergestellt. Dieses wurde wiederum 1:100 verdinnt
und mit 5 pL Kinase Assay Dilution Buffer in einem der Wells auf 30 uL aufgefulit.
Das leitet sich aus der Zusammensetzung der Proben her, welche bei der
vorangestellten ColP in 10 yL Tris/HCI 1,0 M pH 8,0 und 20 uL Glycin 0,1 M pH
2,5 gelost wurden und danach ebenfalls 1:100 verdinnt wurden. Davon wurden
25 uL zu 5 pL ,Kinase Assay Dilution Buffer gegeben und in das entsprechende
Well pipettiert. Ansonsten erfolgte der Versuch nach dem Protokoll des PKC
Kinase Activity Kits von Enzo Life Sciences.

2.2.11 Quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde mit dem Marker SybrGreen
durchgefuhrt. Im ersten Schritt wurde durch Reverse Transkriptase ein DNA-
Abbild der zu untersuchenden RNA hergestellt. Dies geschah bei 50 °C fir 10
Minuten. Danach erfolgte ein Denaturierungsschritt bei 95 °C fur 5 Minuten, in
welchem die entstandenen Doppelstrange und die Bindung zwischen RNA und
Reverser Transkriptase aufgetrennt wurden. Die Reverse Transkriptase liegt nun

inaktiviert vor. AuRerdem bildet die DNA-abhangige DNA-Polymerase einen
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Komplex mit einem Antikdrper, wodurch sie aktiviert wird. Um die DNA im
Folgenden zu vervielfaltigen wurde zunachst eine Temperatur eingestellt, bei der
sich die Primer an die DNA anlagern und die DNA polymerisiert werden kann (60
°C). AnschlieRend wurden die entstandenen Doppelstrange bei 95 °C wieder
voneinander getrennt. Dieser Prozess wurde 40 Mal wiederholt, wobei sich die
DNA in jedem Zyklus exponentiell vermehrte. Sichtbar gemacht wurde dies durch
den Marker SybrGreen, welcher sich an Doppelstrang-DNA anlagert und im
LightCycler photometrisch gemessen werden kann. Somit kann nach jedem
Zyklus die DNA quantifiziert werden. Da SybrGreen nicht spezifisch bindet, wird
nach jeder PCR eine Schmelzkurve angefertigt, indem die Temperatur stetig von
46 °C auf 95 °C erhoht wird. Jede Schmelzkurve ist spezifisch fur die Lange und
Zusammensetzung der DNA. Somit kann anhand dieser Kurve verifiziert werden,

dass es sich um die gesuchte DNA bzw. RNA handelt.

2.2.11.1 RNA-Isolierung und Quantifizierung

Zur Isolierung der RNA wurde das Qiagen-Kit verwendet. Zunachst wurden die
stimulierten Zellen zentrifugiert, um sie vom Medium zu trennen. Dann wurden je
2 x 108 Zellen mit 350 yL RLT/B-Mercaptoethanol (1%) vermengt, bis eine
Trubung eintrat. Das diente der Lyse der Zellen. Lysate wurden bei -20C°
gelagert. Zur Aufreinigung der RNA wurden 350 L Ethanol (70%) zum Zelllysat
aus 2 x 10° Zellen gegeben und das gesamte Volumen auf eine Sadule (RNeasy
Mini Column) in einem Sammelrohrchen gegeben. Im Folgenden wurde fur 20
Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert, das Sammelgefal} entleert und 700 yL RW1-
Puffer auf die Saule gegeben. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt bei
8000 x g fur 20 Sekunden wurde das Sammelréhrchen ausgewechselt und die
Saule mit 500 pL RPE Puffer geflllt. Nachdem man diesen Schritt einmal
wiederholt hatte, wurde die Probe wiederum bei 8000 x g fur 2 Minuten
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und es folgte eine
Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit fir 1 Minute. Die nun trockene
Probensaule wurde in ein Reaktionsgefald gestellt und mit 40 yL nucleasefreiem
Wasser bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugations-

schritt bei 8000 x g wurde die Saule entsorgt und das entstandene Eluat im

40



Nanodrop quantifiziert. Dazu wurde ein Programm zur Quantifizierung von

ssSRNA bei einem Lid-Faktor von 50 verwendet.

2.2.11.2 DNase Verdau
Aus der nun quantifizierten RNA musste im Folgenden die DNA entfernt werden.

Dazu wurde ein DNase Verdau durchgefuhrt. Dazu wurden 5 pg RNA verwendet.
Das berechnete Volumen wurde mit nucleasefreiem Wasser auf 50 uL aufgefulit.
Anschlieltend wurde die Probe mit 5 yL DNase-Puffer (10x), 2 yL DNase sowie
1 uL rRNasin versetzt und bei Raumtemperatur fir 30 Minuten inkubiert. Nun
wurden 6 pL DNase Inaktivierung hinzugegeben und 2 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Hierbei mussten die Proben gevortext werden.
Anschlietend wurde bei 10000 rpm fir 1 Minute zentrifugiert. Die klare Phase
wurde in ein neues Reaktionsgefaly Uberfuhrt und je nach weiterem Verfahren

auf Eis oder bei -80 °C gelagert.

2.2.11.3 Reverse Transkription und Echtzeit PCR mit SybrGreen
Zunéachst wurde eine Standardreihe zur Uberprifung der PCR-Qualitat und zur

Bestimmung der Amplifikationseffizienz hergestellt. Hierzu wurde aus drei
Proben Material entnommen, das zuerst in einem separaten Reaktionsgefafl
gesammelt und danach fur jede Verdunnungsstufe 1:5 mit nucleasefreiem

Wasser verdinnt wurde.

Nun wurde 1 pL jeder Probe, jedes Standards sowie einer Kontrolle in ein eigenes
Well der Lightcycler Platte gegeben. Im Anschluss wurde fur jedes Primerpaar
ein Mastermix aus 5 pL QuantiFast SybrGreen (2x), 3,7 pL nucleasefreiem
Wasser, 0,1 uL QuantiFast Reverse Transkriptase Mix und 0,1 pL des jeweiligen
forward und reverse Primers hergestellt. Zu jeder Probe wurden 9 pL dieser
Losung hinzugegeben. Danach wurde die Platte mit einer Folie luftdicht
verschlossen und 1 Minute bei 1000 x g zentrifugiert. Zur Messung wurde der

LightCycler 480 Roche verwendet.
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2.2.12 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient zur qualitativen Auswertung und Charakterisier-
ung von Zellpopulationen. Zum einen werden Proben anhand ihrer GroRe (FSC)
und Granularitat (SSC) unterschieden, zum anderen kann die Emission
verschiedener fluoreszierender Moleklle gemessen werden. Hierbei werden
Oberflachenmolekile, intrazelluléare oder extrazellulare Molekile mithilfe von
spezifischen fluoreszierenden Antikorpern markiert. Die Messung dieser
Antikorper ermdglicht zusatzlich eine quantitative Angabe Uber das
Untersuchungsmaterial. Hierbei kdnnen mehrere verschiedene Fluoreszenzen
gleichzeitig eingesetzt werden. Um Signalinterferenzen zu verhindern, wird
kompensiert. Falsch positive Signale entstehen durch Autofluoreszenz der Zellen
und ahnliche Emission der Antikdrper. Die Kompensation erfolgt anhand von

Negativkontrollen.

2.2.12.1 Fixierung von Zellen fur die intrazelluldre Farbung

Da die intrazellulare Farbung der Zellen zur Untersuchung nicht direkt nach der
Stimulation erfolgte, wurden die Zellen fixiert. Dazu wurden die Zellen, die zuvor
in 12-Well Platten ausgesat und stimuliert worden waren, abgekratzt und in
Reaktionsgefalle ubertragen. Nun wurden die Zellen und das Medium durch
Zentrifugation bei 400 x g fiir fiinf Minuten voneinander getrennt. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 100 pL Fc-Block resuspendiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach einer Inkubationszeit von 15
Minuten bei 4 °C wurde bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, in 200 uL Cytofix/Cytoperm resuspendiert und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dies diente zur Fixierung der Zellen. Zuletzt wurde
bei 400 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in 100 pL
PBS/FCS (1%) resuspendiert. Luftdicht verschlossen konnten die Zellen fir eine

Woche bei 4 °C gelagert werden.

2.2.12.2 Farbung von Oberflachenproteinen und intrazellularen Proteinen fir

die Durchflusszytometrie

Zur intrazellularen Farbung wurden die Zellen zunachst bei 400 x g fur 5 Minuten

zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in 100 uL Perm/Wash pro Farbung
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resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine 96-Well Platte Ubertragen,
wobei ein Teil jeder Probe in Zellpools fur die Kontrollfarbungen gesammelt
wurde. Nun wurden pro Sample zur Farbung von Oberflachenproteinen 0,5 pL
und zur Farbung von intrazellularen Proteinen 1 pyL des jeweiligen Antikorpers zu
50 uL Perm/Wash gegeben. Aus dieser Losung wurden 50 yL zu jeder Probe
gegeben. Hierbei wurden jeweils Kontrollen hergestellt, die einen Antikorper
weniger bzw. keinen Antikorper enthielten. Nach einer Inkubationszeit von 30
Minuten bei 4 °C wurde erneut bei 400 x g zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 100 uL PBS/FCS (1%) resuspendiert und in
FACS-Rohrchen fur die Durchflusszytometrie Gbertragen. Die so vorbereiteten
Zellen wurden im Durchflusszytometer LSR Fortessa gemessen. Als
Oberflachenmarker wurde CD11c verwendet, als intrazellulares Protein wurde
INOS untersucht.

2.2.12.4 Messung der Aktivitat von Aldehyddehydrogenase in CD11c*
knochenmarksgereiften Zellen
Die Aktivitat des Enzyms Aldehyddehydrogenase (ALDH) wurde mit dem

Aldefluor-Kit (Stemcell) gemessen. Dabei erfolgte die Durchfihrung dem
Herstellerprotokoll entsprechend. Das Prinzip basiert auf der Herstellung zweier
Proben vom selben Untersuchungsmaterial, wobei eine als Kontrolle dient. Diese
enthalt einen ALDH Inhibitor. Es wurde jeweils ein ALDH Substrat hinzugegeben
und die Reaktion nach 30 bis 60 Minuten gestoppt. Nach Zentrifugation bei
250 x g und 4 °C fur 5 Minuten wurden die Zellen entnommen und in 500 pL
Aldefluor Puffer (im Kit enthalten) resuspendiert. Um die ALDH Aktivitat in
knochenmarksgereiften dendritischen Zellen zu messen, wurde im Anschluss 1
ML eines Antikdrpers gegen CD11c hinzugegeben und mit der Probe fur 20
Minuten auf Eis inkubiert. Direkt im Anschluss musste die Menge des
umgesetzten Substrats im Durchflusszytometer LSR Fortessa gemessen

werden.
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2.2.13 Quantifizierung

2.2.13.1 Quantifizierung der Ergebnisse der Western Blots

Zur Messung der Bandenintensitat der Western Blots wurde das Programm

,Image Studio Ver 3.1“ verwendet.

Um die Western Blots, die mit Zelllysat durchgefihrt wurden, quantifizieren zu
konnen, wurde zusatzlich einer mit einem Antikorper gegen das Housekeeping-
protein B-Actin durchgefuhrt. Die erhaltenen Bandenintensitaten des
untersuchten Proteins wurden dann auf die entsprechende Bandenintensitat von

B-Actin derselben Probe normiert.

. iy BandenlntenSltatProb untersuchtes Protein
Bandenintensitatp,ope1 normiert =

Bandenintensitatp,ope1 g-actin

Des Weiteren wurde jeder normierte Stimulus auf den normierten Durchschnitts-

wert aller Negativkontrollen der Wildtypen (WT) normiert.

Y. Bandenintensitatmock wr,,,miort

dmocknormiert =
AnzahlmOCk WTnormiert

Stimulus, ormiert

StimuluSpormiert auf @mock WTpormiert dmock WT -
normier

2.2.13.2 Quantifizierung der Co-Immunoprazipitation

Auf die ColP folgte ein Western Blot zur Evaluation der ColP Effizienz. Nach einer
ColP gegen PKCd wurde das Eluat gegen den verwendeten Antikdrper geblottet.
Bei einer ColP gegen Cystatin C folgte ein Western Blot gegen das prazipitierte
Protein. Die Bandenintensitaten, die bei letzterem entstanden, wurden zur

Normierung von Western Blots gegen 14-3-3C im ColP Eluat verwendet.
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2.2.13.3 Quantifizierung der Aktivitatsmessung von Proteinkinase Co

Die dimensionslosen Werte der Aktivitdtsmessung von PKCd wurden auf die
Bandenintensitat des Western Blots gegen den PKCd Antikorper im ColP Eluat

normiert.

AKtivitit prope

Aktlvltatp b iert — . o
robe mormiert - Bandenintensititpyoper

Zusatzlich wurden die Werte auf die jeweilige Negativkontrolle normiert.

Aktivitatp,,  normiert

AktlvltatProbe normiert auf Negativkontrolle — AktivitétN rivkontroll ot
egativkontro normier

2.2.13.4 Quantifizierung der Quantitativen Echtzeit Polymerasekettenreaktion

Zur Normierung wurden die sogenannten ,cycle threshold® (Ct) Werte heran-
gezogen. Diese geben an, in welchem Zyklus die Fluoreszenz durch Anlagerung
an Doppelstrang DNA das erste Mal Uber die Hintergrundfluoreszenz steigt.
Mithilfe der Standardkurve flr jedes untersuchte Gen, wurde die Effizienz (E) der
PCR eruiert. Bei jeder PCR wurde das Referenzgen Actb, das fur (B-Actin
transkribiert, miterfasst. Unter Einbeziehung der Effizienz wurde ein Verhaltnis
(R) aus den gemessenen Werten des untersuchten Gens und den Werten fur
B-Actin gebildet, normiert auf die jeweilige Negativkontrolle:
E CtMock Testgen—Ctstimulus Testgen

R_

- ECtMock B—Acti —Ctstimulus B—Act

Fir den Vergleich zwischen CysC-Knock-out Mausen und WT wurden die
Messungen auf den Durchschnitt der Wildtyp Negativkontrollen normiert. Dazu
wurde zunachst der Ct Wert eines Stimulus auf alle Wildtyp Negativkontrollen
einzeln normiert. Danach wurde davon der Durchschnitt gebildet (JRstimulus).
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2.2.13.5 Quantifizierung der Durchflusszytometrie

Die Quantifizierung der Durchflusszytometrie wurde mit dem Programm ,FlowJo*
durchgefuhrt. Zellfragmente und zusammenhangende Zellen wurden im
Forward/Sideward-Scatter herausgefiltert. Danach wurde die Population der
dendritischen Zellen Uber das Oberflachenprotein CD11c zur weiteren
Untersuchung ausgewahlt. AbschlieRend wurde ein Gate zur Erfassung des
ALDH Substrats bzw. der INOS Konzentration gesetzt. Zur Abbildung wurde ein
Histogramm gewahlt (Abbildung 9, 11), aus welchem der Mean enthommen

wurde.

2.2.14 graphische Darstellung und statistische Auswertung
Zur graphischen Darstellung und statistischen Auswertung wurde die Software

,GraphPad Prism“ verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Student-t-Test. Signifikanzen wurden wie folgt bezeichnet: ns 2 nicht signifikant;
*2p<0,05 ** 2p<0,01; ™ 2 p<0,001; ™ 2 p <0,0001. AuBerdem wird

der Mean + SEM verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Proteinkinase C8 Aktivitat in CD11c+ knochenmarks-

gereiften dendritischen Zellen aus Wildtyp Mausen

Proteinkinase Cd (PKCJ) ist ein proinflammatorisches Enzym. Eine Erhdhung
der PKCd Aktivitat fuhrt Gber NFkB Aktivierung zur Ausschittung von Zytokinen
und der Aktivierung von iNOS [215, 253]. Das Ziel dieser Arbeit ist der Vergleich
der intrazellularen Mechanismen in semi-maturen und maturen CD11c+
knochenmarksgereiften dendritischen Zellen mit besonderem Schwerpunkt auf
der Aktivitat von PKCd in Abhangigkeit vom Vorhandensein von funktionellem
CysC und der damit zusammenhangenden Vermittlung proinflammatorischer
Reaktionen. Stimulation von CD11c+ knochenmarksgereiften dendritischen
Zellen (KGDZ) mit dem Modellsymbionten B. vulgatus mpk fuhrt zur Induktion
eines semi-maturen DZ Phanotyps, wahrend Stimulation mit dem
Modellpathobionten E. coli mpk zu vollstandiger Maturation fuhrt [69]. Es wurde
bereits gezeigt, dass smDZs eine wichtige Rolle beim Erhalt von intestinaler
Immunhomoostase spielen [64, 68]. Da eine Erhdhung der PKCO-Aktivitat in
KGDZ eine proinflammatorische Immunreaktion zur Folge hat, sollte erortert
werden, ob und wie eine B. vulgatus-induzierte Semimaturation bzw. eine E. coli-

induzierte Maturation die Aktivitat von PKC® beeinflusst.

Wie in Abbildung 5a zu sehen ist, wurden zunachst dendritische Zellen mit E. coli
mpk oder B. vulgatus mpk stimuliert. Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle ohne
Stimulus mitgefuhrt (Mock). Nach 2 Stunden Stimulationszeit wurden die Zellen
lysiert. Da die Methode zur Aktivitatsbestimmung von PKC® unspezifisch die
Kinaseaktivitat aller im Lysat vorhandenen PKC Isoformen detektiert, wurde
zunachst PKC® mithilfe einer Ko-Immunoprazipitation aus dem Lysat prazipitiert.
Mit dem Eluat der ColP, welches aus PKC® und direkt assoziierten Interaktions-
partnern bestand, wurde anschlieRend die PKC Aktivitatsbestimmung durch-
gefuhrt, die somit der spezifischen Kinaseaktivitat von PKC® entspricht. Wie in
Abb. 5a zu sehen, wurde dazu dem PKC® Eluat ein Substrat zugegeben, das
dann durch PKCd phosphoryliert wurde.
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Abbildung 5: Bestimmung der PKC& Aktivitat
in CD11c+ knochenmarksgereiften dendriti-
schen Zellen aus Wildtyp Mausen

Abb. 5a: Schematische Darstellung der Stimulation (2 h
Dauer) CD11c+ knochenmarksgereifter dendritischer
Zellen nach der Erlauterung in 2.2.4. Des Weiteren wird
eine ColP, wie in 2.2.10, der Aktivitdtsassay, wie in
2.2.11 sowie die Antikérperdetektion, wie in 2.2.6 und
2.2.7 beschrieben, gezeigt. Der PKCd Antikorper ist Gber

ein G Protein an das magnetische Bead gekoppelt.

Abb. 5b: Reprasentativer Western Blot zur Antikorper-
detektion im ColP Eluat. Im Balkendiagramm ist die
normierte Aktivititt von PKC® nach 2 h Stimulation
CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen mit E. coli mpk im
Vergleich zu B. wvulgatus mpk abgebildet. Die
Normierung fand nach der Beschreibung in 2.2.13.3

statt. (ng. vulgatus = 95 NE. coli = =7).
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Im Anschluss wurde ein an Peroxidase gekoppelter Antikorper, welcher an das
phosphorylierte Substrat bindet, hinzugefiigt. Um nun die Menge umgesetzten
PKC® Substrats zu messen, wurde Tetramethylbenzidin zur Losung gegeben,
was aufgrund der Umsetzung durch die gekoppelte Peroxidase zu einem
Farbumschlag fuhrte. Die im Photometer gemessene Extinktion ist somit direkt
proportional zur Konzentration von katalytisch aktiver PKCd im Zelllysat. Die
erhaltenen Werte entsprechen der PKC® Aktivitat in Abhangigkeit der Qualitat
der Ko-Immunoprazipitation. Zur Kontrolle des Prazipitationserfolges wurde
deshalb die relative Proteinmenge von PKC& mithilfe eines Western Blots
visualisiert. So konnte die gemessene PKCS Aktivitat auf die Bandenintensitat
des a-PKCd® Western Blots normiert werden. Dabei wird davon ausgegangen,
dass die im Eluat enthaltene Menge Antikorper direkt proportional zur Menge des
prazipitierten Proteins ist. Die Proteinmenge selbst konnte nicht zur Normierung
herangezogen werden, da der Proteinanteil im Eluat flr eine adaquate Messung

zu gering war. Die Durchfuhrung der Experimente erfolgte wie in 2.2 beschrieben.

Abbildung 5 b stellt die Aktivitat von PKCd nach 2 h Stimulation mit E. coli und
B. vulgatus normiert auf die nicht stimulierte Kontrolle dar. Dabei ist eine
signifikante Erhdhung der Aktivitat, um ca. 20% bei Stimulation mit E. coli mpk
gegenuber der Stimulation mit B. vulgatus mpk festzustellen (p < 0,05). Die
Aktivitat von PKCd ist dementsprechend nach Stimulation mit einem
Pathobionten in dabei entstehenden maturen Zellen hoher als in semi-maturen

Zellen.

3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration von Proteinkinase C® und

pThr505 Proteinkinase C& in CD11c+ knochenmarksgereiften

dendritischen Zellen aus Wildtyp Mausen

Die in 3.1 gemessenen Anderungen der PKC3 Aktivitdt kdnnen durch
verschiedene Mechanismen zustande kommen. Zu diesen gehdren neben der
Interaktion mit anderen Proteinen und unterschiedlicher Transkription des Pkcd
Gens unter anderem die Konzentration des Proteins sowie dessen
Phosphorylierung. Die Phosphorylierung von PKCd steigert je nach
Phosphorylierungsstelle dessen Aktivitat. Daher wurde die intrazellulare
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Expression von PKC® in mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk stimulierten CD11c+
KGDZ mithilfe von Western Blots detektiert. Einerseits wurde die Gesamtkonzen-
tration von PKC® gemessen, andererseits die Konzentration von bei Threonin
505 phosphorylierter PKCd (pThr505 PKC®). Threonin 505 ist eine Phosphory-
lierungsstelle von PKC®, welche in der Aktivierungsschleife liegt. Die
Aktivierungsschleife ist eine Region in der katalytischen Domane von Enzymen
und muss bei den meisten PKC phosphoryliert werden, damit sie aktiviert werden
konnen. Wahrend bei anderen Vertretern aus der Familie der Proteinkinasen C
eine Phosphorylierung in der Aktivierungsschleife essentiell ist fUr deren Aktivitat,
muss PKC® nicht phosphoryliert werden. Jedoch ist pThr505 PKC® spezifischer
fur die Aktivierung von NFkB [163]. Daher sollte mithilfe des Western Blots
aullerdem festgestellt werden, ob die Konzentration von pThr505 PKC® bei

verschiedenen Stimuli variiert.

Es wurden CD11c+ KGDZs fur 2 h, 3 h, 4 h und 20 h mit entweder B. vulgatus
oder E. coli mpk stimuliert und anschliel3end die PKC®, bzw. die pThr505 PKCd
Konzentration untersucht. Die in Abbildung 6a dargestellten Western Blots
zeigen die Gesamtexpression von PKCd unabhangig von deren Phosphorylier-
ungsstatus sowie die jeweils zugehorige Expression des Housekeepingproteins
B-Actin. Dieses wurde zur Quantifizierung herangezogen, wie in 2.2.13.1

beschrieben.

In der Abbildung ist zu sehen, dass es weder zwischen den verschiedenen
Stimuli signifikante Unterschiede der Proteinkonzentrationen von PKCd gibt,
noch zu den unterschiedlichen Zeitpunkten.

In Abbildung 6b sind Western Blots mit einem Antikdrper gegen pThr505 PKCd
und die zugehorigen Blots gegen B-Actin dargestellt. Auch in diesem Fall sind
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Proteinkonzentration nach
Stimulation mit entweder B. vulgatus oder E. coli mpk sowie der Negativkontrolle

(mock) zu erkennen.
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Abbildung 6: Bestimmung der Proteinkonzentration von Proteinkinase C& und pThr505 Protein-

kinase C& in CD11c+ knochenmarksgereiften dendritischen Zellen aus Wildtyp Mausen

Abbildung 6a: Darstellung reprasentativer Banden eines Western Blots gegen PKC3. Von links nach rechts
sind eine Negativkontrolle sowie Stimulationen CD11c+ KGDZ mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk
aufgetragen. Von oben nach unten werden die verschiedenen Stimulationszeitrdume 2 h, 3 h, 4 h und 20 h

angegeben. Unter der jeweiligen Antikdrperbande befindet sich der zugehoérige Western Blot gegen B-Actin
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zur Normierung. Der Zeitverlauf der PKC® Konzentration nach verschiedenen Stimuli wird graphisch
dargestellt. 2h:n=3;3h:n=4;4h:n=3;20 h:n=3)

Abbildung 6b: Der Aufbau der Abbildung, die Stimulationszeiten und die Stimuli entsprechen Abbildung 6a.
Es werden reprasentative Banden gegen p505Thr PKC& gezeigt. Der Zeitverlauf der pThr505 PKC®
Konzentration nach verschiedenen Stimuli wird graphisch dargestellt. (2 h:n=4;3 h:n=4;4h:n=1; 20
h: n=3)

Somit lassen sich keine signifikanten Unterschiede, weder in der Konzentration
von pThr505 PKC9, noch in der Gesamtexpression von PKC® nachweisen.
Demnach hangen Anderungen der PKC® Aktivitat, nicht mit Unterschieden der

PKC® Konzentration zusammen, unabhangig von Zeit und Stimulus.

3.3 Bestimmung der 14-3-3C Konzentration in CD11c+ knochenmarks-

gereiften dendritischen Zellen aus Wildtyp Mausen und dessen Bindung an

Cystatin C
Als weiterer Mechanismus zur Beeinflussung der PKCd Aktivitat kommt eine

Regulation durch Interaktion mit anderen Proteinen oder Peptiden in Betracht.
Ein solches Protein kdnnte das Protein 14-3-3C sein, da gezeigt werden konnte,
dass 14-3-3¢ die Aktivitat von PKCO steigert [143]. Weiterhin konnte eine direkte
physische Interaktion zwischen 14-3-3C und dem Protein Cystatin C in vorausge-
gangenen und noch nicht publizierten Arbeiten beobachtet werden. Die physio-
logische Rolle dieser Interaktion ist allerdings bisher nicht klar. Nach der Hypo-
these, die dieser Arbeit zugrunde liegt, fuhrt diese Bindung zu einer Regulation
von PKC® und damit zur Modulation einer folgenden Immunantwort. Wichtig ist
dabei zu wissen, auf welche Art und Weise diese Regulation stattfindet. Dazu
sollte einerseits bestatigt werden, dass Cystatin C an 14-3-3C bindet und anderer-
seits sollte untersucht werden, ob die Menge gebundenen 14-3-3¢ abhangig vom
Stimulus variiert und so die Aktivitat von PKCd beeinflusst wird. Daher sollte
aulRerdem die Konzentration von 14-3-3C gemessen werden, um den Einfluss
von Konzentrationsschwankungen auf PKC& Aktivitatsunterschiede abschatzen

zu konnen.

Zunachst sollte gezeigt werden welche 14-3-3C Konzentration in CD11c+ KGDZ

nach unterschiedlichen Stimuli vorliegt. Hierzu wurden CD11c+ KGDZ fur 2 h mit
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B. vulgatus mpk und E. coli mpk stimuliert und auf B-Actin und die Negativ-

kontrolle (Mock) normiert.

mock
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Abbildung 7: Bestimmung der 14-3-3( Konzentration in CD11c+ knochenmarksgereiften dendritisch-

en Zellen aus Wildtyp Mausen und dessen Bindung an Cystatin C

Abbildung 7a zeigt reprasentative Western Blots gegen 14-3-3C und das dazugehdrige B-Actin. Aufgetragen
sind eine Negativkontrolle sowie Stimulationen mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk mit einer Stimulations-
dauer von 2 h. Die normierten Bandenintensitaten von B. vulgatus mpk und E. coli mpk werden in einem
Balkendiagramm dargestellt. Die Normierung erfolgte auf B-Actin und die Negativkontrolle. (B. vulgatus: n =
4; E. coli:n =4)

In Abbildung 7b sind zwei reprasentative Western Blots des Eluats der ColP gegen Cystatin C zu sehen. Es
wurden Antikérper gegen 14-3-3C und Cystatin C verwendet. Dargestellt sind je Blot drei Banden der
Negativkontrolle sowie der Stimulationen mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk mit 2 h Stimulationsdauer. Die
Intensitdten des Western Blots gegen 14-3-3C wurden auf die Bandenintensitaten des Western Blot gegen
Cystatin C normiert. Die berechneten Werte werden in einem Balkendiagramm dargestellt. (mock: n = 3; B.

vulgatus: n = 3; E. coli: n = 3)
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Hierbei ist die relative Proteinkonzentration bezogen auf mock nach Stimulation
mit E. coli gleich hoch, wie nach Stimulation mit B. vulgatus. Es zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede der 14-3-3¢ Konzentration nach verschiedenen
Stimuli (siehe Abb. 7a). Somit wird die Konzentration von 14-3-3C in KGDZ nicht

durch Stimulation mit Symbionten und Pathobionten beeinflusst.

Um im Folgenden eine Bindung von Cystatin C an 14-3-3C zu bestatigen, wurden
zunachst CD11c+ KGDZ mit entweder B. vulgatus oder E. coli fur 2 h stimuliert.
Nach erfolgter Zelllyse, wurde dann Cystatin C und direkt mit diesem Protein
assoziierte Interaktionspartner mithilfe einer Ko-Immunoprazipitation gegen
Cystatin C isoliert. Mit dem entstandenen Eluat wurde ein Western Blot gegen
CysC und einer gegen 14-3-3C durchgeflhrt. Die Bandenintensitaten des
Western Blots gegen 14-3-3C wurden auf die des Western Blots gegen CysC

normiert.

Wie in Abbildung 7b zu sehen, zeigen die Werte weder nach Stimulation mit dem
Pathobionten E. coli, noch nach Stimulation mit dem Symbionten B. vulgatus eine
Veranderung. Es kdnnen demnach keine statistisch signifikanten Unterschiede
in der Konzentration von 14-3-3C im CysC Eluat nach unterschiedlichen Stimuli

festgestellt werden.

Die 14-3-3C Konzentration andert sich nicht abhangig von der Stimulation von 2 h
Dauer mit E. coli mpk oder B. vulgatus mpk gegenuber der in CD11c+ KGDZ
ohne Stimulation. Des Weiteren zeigt Abb. 7b, dass sich 14-3-3C zwar im ColP
Eluat gegen CysC nachweisen lasst, aber keine signifikanten Unterschiede in der
Konzentration von 14-3-3C nach 2h Stimulation mit verschiedenen Kommensalen

festzustellen sind.

3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration von PKC& und pThr505 PKC® in
CD11c+ knochenmarksgereiften dendritischen Zellen aus Wildtypen im

Vergleich zu Zellen aus Cst3”- Mausen

In den folgenden Versuchen sollte erdrtert werden, ob ein Fehlen von Cystatin C
Anderungen der Proteinexpression von PKC8 bzw. pThr505 PKC8 und 14-3-3¢

zur Folge hat. Dazu wurden KGDZ aus Cst3”- Mause verwendet. Fehlt das Gen
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Cst3, kann kein funktionelles Cystatin C synthetisiert werden. Cystatin C liegt
nach Stimulation mit dem Pathobionten E. coli vermehrt als Dimer, nach
Stimulation mit dem Symbionten B. vulgatus jedoch vermehrt als Monomer vor
[99, 107]. Nach der Hypothese, die dieser Arbeit zugrunde liegt, beeinflusst CysC
14-3-3C durch Bindung des Peptids, was wiederum zu Anderungen der Aktivitat
von PKC® fuhrt. Durch Western Blots, vergleichend in Wildtypen und CysC-
Knock-out Mausen, sollte daher gezeigt werden ob Cystatin C einen Einfluss auf
die Expression der oben genannten Proteine in der Zelle hat. Untersucht wurden
die Zeitpunkte 2 h und 20 h nach Stimulation mit B. vulgatus, E. coli und mock.

3.4.1 Proteinkonzentration von PKC® in CD11c+ knochenmarksgereiften
dendritischen Zellen aus Wildtyp Mausen und Cst3”- Mausen

Zunachst wurde die intrazellulare Konzentration von PKC® in CD11c+ KGDZ
nach 2 h und 20 h Stimulation mit entweder B. vulgatus mpk oder E. coli mpk
untersucht. Die Bandenintensitaten der Western Blots gegen PKC® in CD11c+
KGDZ wurden auf die Bandenintensitaten von B-Actin normiert. Im Anschluss
wurde der Durchschnittswert der Negativkontrollen aus Wildtyp Mausen berech-
net und die normierten Bandenintensitaten der Western Blots gegen PKCd in
CD11c+ KGDZ wurden nochmals auf diesen Durchschnittswert normiert (siehe
Kapitel 2.2.13.1). Dadurch sollten PKCd Konzentrationsunterschiede in CD11c+
KGDZ nach Stimulation im Vergleich zu den Negativkontrollen deutlich gemacht

werden.

Wie in Abbildung 8a zu sehen, sind hierbei keine signifikanten Unterschiede der
PKC® Konzentration feststellbar. Die Konzentration variiert dabei weder in
Abhangigkeit vom Stimulus noch von CysC. Die PKC® Konzentration wird daher

nicht von CysC oder durch Stimulation mit Patho- oder Symbionten beeinflusst.

In Abb. 8b kdnnen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
Auch nach 20 h Stimulation von CD11c+ KGDZ mit entweder einem
Pathobionten oder einem Symbionten sind keine Konzentrationsunterschiede
von PKC5b feststellbar. Die Konzentration ist dabei unabhangig von CysC, da sich
keine signifikanten Unterschiede in CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen im
Vergleich zu CD11c+ KGDZ aus Cst37- Mausen zeigen.
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Somit ist die Konzentration von PKCd unabhangig von der Stimulation mit den
verwendeten Kommensalen und deren Stimulationsdauer. Au3erdem zeigt CysC

keinen Einfluss auf die Expression von PKC2.
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Abbildung 8: Proteinkonzentration von PKC® in CD11c+ knochenmarksgereiften dendritischen
Zellen aus Wildtyp Miusen und Cst3”- Mausen

Abbildung 8a zeigt einen reprasentativen Western Blot gegen PKC®& nach 2 h Stimulation. Es sind jeweils
Stimulationen mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk sowie eine Negativkontrolle (mock) von CD11c+ KGDZ
aus Wildtyp Mausen aufgetragen und au3erdem die entsprechenden Stimulationen von CD11c+ KGDZ aus
Cst3” Mausen. Ebenfalls dargestellt ist reprasentativ der komplementére Western Blot gegen B-Actin. Ein
Balkendiagramm zeigt die Bandenintensitaten, normiert auf B-Actin und den Durchschnittswert der mock
Wildtypen. (WT: mock: n = 3; B. vulgatus: n = 3; E. coli: n = 3; Cst3”: mock: n = 4; B. vulgatus: n = 4; E. coli
n=4)

Abbildung 8b zeigt die Stimulationen aus Abbildung 4a, mit einer Stimulationszeit von 20 h. (WT: mock: n =

3; B. vulgatus: n = 3; E. coli- n = 3; Cst3”7: mock: n = 3; B. vulgatus: n = 3; E. coli: n = 3)

56



3.4.2 Proteinkonzentration von pThr505 PKCd in CD11c+ knochenmarks-
gereiften dendritischen Zellen aus Wildtyp im Vergleich mit Zellen aus
Cst3”~ Mausen

Zur Untersuchung der Unterschiede bei pThr505 PKCd wurde mithilfe von
Western Blots gegen pThr505 PKC das gleiche Vorgehen gewahlt wie in 3.4.2

beschrieben.
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Abbildung 9: Proteinkonzentration von pThr505 PKC® in CD11c+ knochenmarksgereiften
dendritischen Zellen aus Wildtyp im Vergleich mit Zellen aus Cst3~-Mausen

Abbildung 9a zeigt reprasentativ zwei Western Blots gegen B-Actin und pThr505 PKCd nach 2 h Stimulation
von CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen sowie Cst3 defizienten Mausen mit je B. vulgatus mpk und E. coli
mpk sowie eine Negativkontrolle (mock). Im Balkendiagramm sind die Ergebnisse der Western Blots,
normiert auf B-Actin und den Durchschnittswert der mock Wildtypen dargestellt. (WT: mock: n = 4; B.

vulgatus: n = 4 E. coli- n = 4; Cst3”: mock: n = 4; B. vulgatus: n = 4; E. coli- n = 4)

Abbildung 9b zeigt die Stimulationen aus Abbildung 9a, mit einer Stimulationszeit von 20 h. (WT: mock:
n = 3; B. vulgatus: n = 3; E. coli: n = 3; Cst37: mock: n = 3; B. vulgatus: n = 3; E. coli: n = 3)
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Wie in Abb. 9 zu sehen wurden Western Blots gegen pThr505 PKCd mit CD11c+
KGDZ durchgefluhrt. Diese wurden zuvor mit den Kommensalen B. vulgatus mpk
oder E. coli mpk fur 2 h bzw. 20 h stimuliert. Die dabei erhaltenen Bandenintens-
itaten wurden danach auf die jeweiligen Bandenintensitaten des zugehorigen

Western Blots gegen B-Actin normiert.

In Abbildung 9a zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Konzentration von
pThr505 PKCd nach 2 h Stimulation mit den genannten Kommensalen. Des
Weiteren lasst sich kein signifikanter Konzentrationsunterschied in CD11c+
KGDZ aus Cst3 defizienten Mausen im Vergleich zu CD11c+ KGDZ aus Wild-

typen feststellen

Ebenso zeigen die in Abb. 9b dargestellten Ergebnisse keine signifikanten Unter-
schiede. Weder die Art des Stimulus flhrt zu einem signifikanten Konzentrations-
unterschied von pThr505 PKCd in CD11c+ KGDZ aus Wildtypen oder Cst3”
Mausen, noch hat CysC einen Einfluss auf die Konzentration des Proteins

gemessen nach 20 h Stimulationszeit.

Die Stimulation von CD11c+ KGDZ mit B. vulgatus mpk oder E. coli mpk fur 2 h
und 20 h zeigen keine Auswirkung auf die Konzentration von pThr505 PKC?®.
Weder in Wildtyp, noch in Cst3 defizienten Mausen konnen statistisch signifi-
kante Unterschiede festgestellt werden. Auch CysC zeigt keinen Einfluss auf die
pThr505 PKC® Konzentration. CysC beeinflusst demnach nicht die Expression
von PKC® und dessen Phosphorylierungszustand an Thr505.

3.4.3 Proteinkonzentration von 14-3-3C in CD11c+ knochenmarksgereiften
dendritischen Zellen aus Wildtyp im Vergleich mit Zellen aus Cst3”- Mausen
Die Messung von 14-3-3C verlief nach demselben Prinzip wie in 3.4.1 und 3.4.2
mit einem Antikorper gegen 14-3-3¢. Es wurden CD11c+ KGDZ aus Wildtypen
und Cst3 defizienten Mausen mit entweder B. vulgatus mpk oder E. coli mpk fur
je 2 h oder 20 h stimuliert. Die erhaltenen Bandenintensitaten wurden auf 3-Actin
sowie auf den Durchschnittswert der Wildtyp Negativkontrolle normiert. Hierbei

ergibt sich nach 2 h Stimulation, wie in Abbildung 10a zu sehen, ein deutlicher
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Unterschied zwischen der 14-3-3C Konzentration in CD11c+ KGDZ aus Wild-
typen im Vergleich zu CD11c+ KGDZ aus Cst3”- Mausen. Alle CD11c+ KGDZ
aus Wildtypen nach den 3 Stimulationen beinhalten mehr Protein als CD11c+
KGDZ aus Cst3 defizienten Mausen. Die 14-3-3C Konzentration ist bei ersteren
in der Negativkontrolle und nach Stimulation mit E. coli mpk in etwa 4-fach erhoht
im Gegensatz zu CD11c+ KGDZ aus CysC-Knock-out Tieren nach der jeweiligen
Stimulation. Nach Stimulation mit B. vulgatus mpk liegt die Proteinkonzentration

ca. 5-fach erhoht vor.
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Abbildung 10: Proteinkonzentration von 14-3-3 in CD11c+ KGDZ aus Wildtyp im Vergleich mit Zellen
aus Cst3” Miusen

Abbildung 10a stellt zwei reprasentative Western Blots mit Antikdrpern gegen B-Actin und 14-3-3C nach 2 h
Stimulation dar. Die Negativkontrolle (mock) sowie die Stimuli B. vulgatus und E. coli sind je fur Wildtyp
Mause und Cst3”- Mause aufgetragen. Im Balkendiagramm sind die Bandenintensitaten der Western Blots
gegen 14-3-3C normiert auf B-Actin und den Durchschnittswert der Negativkontrollen von CD11¢c+ KGDZ
aus Wildtypen dargestellt. (WT: mock: n = 5; B. vulgatus: n =5 E. coli: n = 5; Cst3”: mock: n = 4; B. vulgatus:
n=4; E colin=4)
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Abbildung 10b zeigt die Stimulationen aus Abbildung 10a, mit einer Stimulationsdauer von 20 h. (WT:
mock: n = 4; B. vulgatus: n = 4; E. coli: n = 4; Cst3”: mock: n = 3; B. vulgatus: n = 3; E. coli: n = 3)

Der Unterschied der 14-3-3C Konzentration in den Negativkontrollen ist dabei mit
p < 0,05 signifikant. Die Konzentrationsunterschiede in CD11c+ KGDZ nach
Stimulation mit entweder B. vulgatus mpk oder E. coli mpk sind mit p < 0,01
signifikant.

Nach 20 h Stimulation sind diese Konzentrationsunterschiede nicht feststellbar.
Die 14-3-3C-Konzentration ist, wie in Abbildung 10b zu sehen, unabhangig vom
Stimulus. Des Weiteren zeigt sich kein signifikanter Konzentrationsunterschied
zwischen CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen und solchen aus Cst3 defizienten
Mausen.

Zusammenfassend kann also ein statistisch signifikanter Unterschied in der 14-
3-3C Konzentration zwischen den CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen und denen
aus Cst37-Mausen nach 2 h Stunden Stimulation festgestellt werden. CysC hat
also einen Einfluss auf die Expression von 14-3-3¢. Die Stimulation mit Patho-
bionten oder Symbionten hat hingegen keinen Einfluss auf die Expression von
14-3-3C. Nach 20 h Stimulationsdauer sind keine Unterschiede zu beobachten.

3.5 Bestimmung der Konzentration von 14-3-3C in CD11c+ knochenmarks-
gereiften dendritischen Zellen aus Wildtyp Mausen
Da nach 2 h und 20 h Stimulation keine Unterschiede in der Konzentration fest-

gestellt werden konnten, sollte Uberprift werden, ob abhangig vom Stimulus,
bzw. vom Zustand der CD11c+ KGDZ, die Konzentration von 14-3-3C im Zeit-
raum dazwischen variiert. Die Stimulationszeitpunkte 2 h, 3 h, 4 h und 20 h wur-

den untersucht. Die Bandenintensitaten wurden stets auf das B-Actin normiert.

Wie bereits in den in Abbildung 11a dargestellten Western Blots zu sehen ist, gibt
es weder zwischen den verschiedenen Stimuli noch zwischen den unterschied-
lichen Stimulationsdauern Unterschiede. Dies zeigt sich auch im in Abbildung
11b dargestellten Zeitverlauf. Die Expression von 14-3-3¢ in CD11c+ KGDZ nach
Stimulation mit entweder B. vulgatus mpk oder E. coli mpk zeigt Uber den gesam-
ten Zeitraum keine Veranderung, genauso wie die Proteinkonzentration in den

Negativkontrollen. Die 14-3-3C Konzentration ist dabei unabhangig vom Stimulus.
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Es zeigt sich demnach, dass die Expression von 14-3-3C in CD11c+ KGDZ aus
Wildtyp Mausen von der Stimulation mit Pathobionten und Symbionten nicht
beeinflusst wird und die Proteinkonzentration auch bei langerer Stimulations-

dauer konstant bleibt.
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Abbildung 11: Bestimmung der Konzentration von 14-3-37 in CD11c+ knochenmarksgereiften

dendritischen Zellen aus Wildtyp Mausen

In Abbildung 11a sind Western Blots gegen 14-3-3¢ und B-Actin zu sehen. Zu den Zeitpunkten 2 h, 3 h, 4 h
und 20 h ist ein reprasentativer Blot zu sehen mit je drei Banden. Die Banden stellen die Negativkontrolle

und die beiden Stimulationen mit B. vulgatus und E. coli dar.

Abbildung 11b zeigt den Zeitverlauf der normierten 14-3-3¢ Bandenintensitaten der drei Stimulationsmodi
mock, B. vulgatus mpk und E. colimpk. (2h:n=5;3h:n=4;4h:n=3;20h: n=4)

3.6 Vergleich der Aktivitat von Proteinkinase Cd in CD11c+ knochenmarks-

gereiften dendritischen Zellen aus Wildtyp und Cst3”- Mausen

Mit den bisherigen Versuchen sollte einerseits die Interaktion zwischen 14-3-3¢
und Cystatin C und andererseits ein Zusammenhang zwischen 14-3-3¢ und
PKCd gezeigt werden. Um abschlieRend nachzuweisen, dass CysC einen Ein-
fluss auf die Aktivitat von PKC® hat, wurde nochmals die PKC® Aktivitat in
CD11c+ KGDZ aus Cst37 Mausen gemessen. Die Zellen wurden mit B. vulgatus
mpk und E. coli mpk fur 2 h stimuliert und wie in 3.1 beschrieben lysiert. Danach
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wurde eine ColP gegen PKC® durchgefuhrt und das Eluat zur Aktivitatsbestim-
mung von PKC® verwendet. AuRerdem wurde ein Western Blot gegen PKCd im
ColP Eluat durchgefihrt, um im Folgenden die gemessene Aktivitat auf die
bestimmte Konzentration des PKC® Antikdrpers im Eluat zu normieren.
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Abbildung 12: Vergleich der Aktivitit von Proteinkinase C5 in CD11c+ KGDZ aus Wildtyp und Cst3™*

Mausen

Abbildung 12a zeigt einen reprasentativen Western Blot gegen den PKC3 Antikérper des Eluats der ColP
gegen PKCO0 sowie die quantitative Auswertung der Bandenintensitat, dargestellt in einem Balkendiagramm.
Es werden Stimulationen von 2 h Dauer mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk in CD11c+ KGDZ aus Wildtypen
und Cst3” Mausen abgebildet. Sie enthalten je eine Negativkontrolle (mock). (WT: mock: n = 7; B. vulgatus:

n =7; E. coli: n = 5; Cst37: mock: n = 7; B. vulgatus: n = 4; E. coli: n = 4)

In Abbildung 12b ist ein Balkendiagramm dargestellt, in welchem die PKC® Aktivitat nach Stimulation mit
B. vulgatus mpk und E. coli mpk in CD11c+ KGDZ aus Wildtyp und Cst3” Mausen aufgetragen ist. Die
Aktivitaten wurden auf die jeweilige Negativkontrolle (mock) und die zugehérige Bandenintensitat des
Western Blots gegen PKC& im Eluat normiert. (WT: B. vulgatus: n = 7; E. coli- n = 5; Cst3”: B. vulgatus: n
=4; E. coli: n = 4)
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In Abbildung 12a kann man sehen, dass es keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Konzentration des PKC® Antikorpers in CD11c+ KGDZ aus
Wildtyp Mausen und Cst3 defizienten Mausen gibt. Nach Normierung der PKCd
Aktivitat auf mock, kann man in Abbildung 12b erkennen, dass die PKCd Aktivitat
in CD11c+ KGDZ aus Cst37- Mausen unabhangig von der Stimulation auf dem-
selben Niveau ist, es also keinen Unterschied gibt. Des Weiteren gibt es keinen
statistisch signifikanten Unterschied in der PKCd Aktivitat in CD11c+ KGDZ aus
Wildtypen nach Stimulation mit B. vulgatus mpk im Vergleich zur Aktivitat von
PKC® in CD11c+ KGDZ aus Cst37- Mausen, unabhangig vom Stimulus. Nach
Stimulation mit E. coli mpk von CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen, zeigt sich
jedoch, wie bereits in 3.1 beschrieben, eine statistisch signifikant erhohte PKCd
Aktivitat von 120% im Vergleich zu der nach Stimulation mit B. vulgatus mpk.
Gegenuber der Aktivitdat in Cst3” Mausen sowohl nach Stimulation mit B.
vulgatus mpk als auch nach Stimulation mit E. coli mpk, ist die Aktivitat um 130%

erhoht. Diese Unterschiede sind statistisch signifikant (p < 0,05).

Insgesamt zeigt sich also eine signifikant erhohte PKCd Aktivitat nach Stimulation
von CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen mit E. coli mpk im Vergleich zur Aktivitat
in CD11c+ KGDZ aus CysC-Knock-out Mausen nach demselben Stimulus.
Aulerdem ist sie erhoht im Vergleich zur Stimulation mit B. vulgatus mpk,
unabhangig von der Herkunft der CD11c+ KGDZ, bzw. unabhangig von CysC.
Die PKC® Aktivitatin CD11c+ KGDZ aus Cst3 defizienten Mausen unterscheidet
sich unterdessen nicht in Abhangigkeit vom Stimulus. CysC beeinflusst demnach

die Aktivitat von PKCd abhangig vom Stimulus.

3.7 Quantitative Bestimmung der iNOS mRNA und durchflusszytometrische

Analyse von iNOS in CD11c+ knochenmarksgereiften dendritischen Zellen

aus Wildtyp und Cst3 defizienten Mausen

Nachdem nicht nur die unterschiedliche Expression der Proteine CysC, 14-3-3C
und PKCd nach verschiedenen Stimulationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
und in Abhangigkeit von CysC untersucht wurde, sondern auch die Aktivitat von
PKC® unter den verschiedenen Umstanden, ist es nun wichtig zu zeigen, welche

immunologische Rolle PKCd spielt. Dies dient dazu, eine Aussage uber die
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Auswirkungen der gemessenen Unterschiede treffen zu kdnnen. Hierzu wurde
das Enzym induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase (iINOS) verwendet, da
dessen Synthese indirekt iber NFkB durch PKC® induziert wird [208-210]. iINOS
synthetisiert ~ Stickstoffmonoxid (NO), welches bekanntermallen an
Entzindungsreaktionen beteiligt ist [220, 221]. Die NO Konzentration ist dabei
direkt abhangig von der iINOS Konzentration, da sie konstitutiv aktiv ist und somit
die NO Produktion vorrangig auf transkriptionaler Ebene reguliert wird [223, 254,
255]. Um einen Anhaltspunkt Uber die Neusynthese von iNOS zu erhalten, wurde
mithilfe der quantitativen Echtzeit Polymerasekettenreaktion (qtPCR) die Menge
der mRNA bestimmt, die aus dem Gen Nos2 transkribiert wird. iINOS ist das
Enzym, welches aus der untersuchten mRNA translatiert wird. So sollte gezeigt
werden, dass Aktivitatsunterschiede von PKC& zu einem unterschiedlichen
inflammatorischen Endergebnis flhren, in Form von variierenden iNOS
Konzentrationen je nach Stimulus. Im Vergleich sollte also nach Stimulation mit
E. coli mpk mehr iNOS bzw. Nos2 mRNA vorhanden sein als nach Stimulation
mit B. vulgatus mpk.

Um die mRNA quantifizieren zu kdnnen, wurden zunachst CD11c+ KGDZ aus
Wildtyp Mausen und aus Cst3 defizienten Mausen mit B. vulgatus mpk oder E.
coli mpk fur je 2 h und 18 h stimuliert und danach die mRNA (Nos2) aus den
Zellen isoliert. Mithilfe der qtPCR wurden Ct Werte generiert, wie in Kapitel
2.2.13.4 beschrieben. Diese wurden sowohl auf jede Wildtyp Negativkontrolle
normiert als auch auf die mitgefuhrte Untersuchung der mRNA (Actb), aus der [3-
Actin translatiert wird. Danach wurde aus den berechneten Werten der Mittelwert
gebildet. Wie in Abbildung 13a zu sehen ist, ist nach 2 h Stimulation mit E. coli
mpk oder B. vulgatus mpk kein Unterschied in der Nos2 mRNA Expression in
CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen zu erkennen. Nach 18 h steigt die mRNA
Expression nach Stimulation mit E. coli mpk auf mehr als das 3000-fache der
Grundexpression. Im Gegensatz dazu bleibt die Nos2 mRNA Expression bei
Stimulation mit B. vulgatus mpk nach 18 h nahezu unverandert. Der Unterschied
der Nos2 mRNA Expression in CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen nach

Stimulation mit E. coli mpk im Vergleich zu der nach Stimulation mit B. vulgatus
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mpk ist statistisch signifikant (p < 0,001). Im Folgenden wurde die Nos2 mRNA

Expression in Wildtypen und Cst37- Mausen verglichen.
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Abbildung 13c: Durchflusszytometrische Untersuchung CD11c* KGDZ auf das Protein iNOS. Darstellung
der Gating Strategie wie in 2.2.13.5 beschrieben. AuRerdem werden exemplarisch Histogramme zu den
verschiedenen Stimuli, ndmlich zur Negativkontrolle (mock), zu B. vulgatus mpk und zu E. coli mpk. Die x-
Achse stellt den Mean der Fluoreszenz Intensitat (MFI) der Antikérper gegen iNOS dar. In den
Histogrammen der oberen Reihe sind die Ergebnisse der Untersuchungen in Cst3”- Mausen aufgezeigt, in
der unteren die aus Wildtyp Mausen. Innerhalb der Histogramme findet eine Aufteilung zwischen mit iINOS
gefarbten (pos) und ungefarbten (neg) Zellen statt. AulRerdem zeigt ein Balkendiagramm den Mean der
Fluoreszenz Intensitat von iNOS der jeweils drei Stimuli (Negativkontrolle (mock), B. vulgatus und E. coli)
CD11c+ KGDZ aus Wildtyp und CysC-Knock-out Mausen. (WT: mock: n = 7; B. vulgatus: n = 7; E. coli: n =
7; Cst37: mock: n = 7; B. vulgatus: n = 7; E. coli:n = 7)

Die Ergebnisse wurden auf die Actb mRNA Expression und danach auf die
durchschnittliche Nos2 mRNA Expression in Zellen der Negativkontrolle normiert
(siehe 2.2.13.4). Dabei sollte erdrtert werden, ob es bereits ohne Stimulus einen
Unterschied zwischen der Expression von Nos2 mRNA in CD11+ KGDZ aus
Wildtypen und denen aus CysC-Knock-out Mausen gibt, sprich ob sich bereits
die Grundexpression ohne Stimulus in Abhangigkeit von CysC unterscheidet. In
Abbildung 13b zeigt sich, dass die Expression von Nos2 mRNA in CD11c+ KGDZ
aus Cst37-Mausen 11-fach erhoht istim Vergleich zu der in Zellen aus Wildtypen.
Dieser Unterschied zwischen der Nos2 mRNA Expression in CD11c+ KGDZ aus
Wildtypen und der in Zellen aus CysC-Knock-out Mausen ist statistisch signifikant

(p < 0,05).

Da die Methode der qtPCR nur die mRNA misst und nicht die Menge des
translatierten und funktionellen Proteins (iNOS), wurde zusatzlich eine
durchflusszytometrische Untersuchung zur Quantitatsbestimmung von iNOS
durchgefuhrt. Hierbei sollte die INOS Konzentration in CD11c+ KGDZ bestimmt
werden. Dazu wurde eine Farbung gegen CD11c durchgefihrt, da sich dieses
Oberflachenprotein v.a. auf KGDZ befindet [68, 256]. Des Weiteren wurde eine
intrazellulare Farbung zur Quantifizierung von iNOS* Zellen durchgefuhrt. Das
Gating erfolgte wie in 2.2.13.5 beschrieben und in Abbildung 13c zu sehen. Es
wurden drei verschiedene Stimulationen durchgeflhrt: mock, B. vulgatus mpk
und E. coli mpk. Die Stimulationsdauer betrug 20 h. Zum Vergleich wurden DZ

aus dem Knochenmark von Wildtyp Mausen und Cst37- Mausen generiert.
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In Abbildung 13c ist zu erkennen, dass in CD11c+ KGDZ nach Stimulation mit E.
coli mpk mehr iNOS nachweisbar ist als in CD11c+ KGDZ der anderen beiden
Stimulationen (Mock und B. vulgatus mpk). Dies gilt sowohl fur CD11c+ KGDZ
aus Wildtypen, als auch fur CD11c+ KGDZ aus Cst3 defizienten Mausen. Die
dargestellten Unterschiede sind mit p < 0,05 signifikant. Die Mean Fluorescence
Intensity (MFI) steigtin CD11c+ KGDZ aus Wildtypen nach Stimulation mit E. coli
mpk um 64% gegenuber der Negativkontrolle und in CD11c+ KGDZ aus CysC-
Knock-out Mausen um 55% gegenuber der Negativkontrolle. Keine Unterschiede
lassen sich hingegen nach Stimulation mit B. vulgatus mpk sowie im Vergleich
der verschiedenen Stimulationen in CD11c+ KGDZ aus Wildtypen mit Zellen aus

Cst3 defizienten Mausen erkennen.

Demnach zeigen die Ergebnisse, dass die Stimulation von CD11c+ KGDZ aus
Wildtyp Mausen mit E. coli mpk stets zu einer erhohten Expression von Nos2
MRNA sowie dem funktionellen Protein iNOS im Vergleich zur Stimulation mit B.
vulgatus mpk, bzw. zur Negativkontrolle, fihrt. Jedoch kann der beobachtete
Unterschied der Expression von Nos2 mRNA zwischen CD11c+ KGDZ aus
Wildtyp Mausen und Cst37” Mausen ohne Stimulus nicht auf Proteinebene
festgestellt werden. Hier zeigt sich lediglich eine erhdhte INOS Konzentration
nach Stimulation mit E. coli in CD11c+ KGDZ aus Wildtyp sowie in Zellen aus
Cst3 defizienten Mausen. Allerdings ist kein Unterschied abhangig vom Vorliegen

von funktionellem Cystatin C feststellbar.

3.8 Bestimmung der Konzentration eines PKC3d Fragments nach Induktion

von Apoptose unter Inhibition verschiedener Proteaseinhibitoren

Wahrend der Apoptose einer Zelle kann die Gelenkregion spezifischer Protein-
kinasen C durch Caspasen gespalten werden [148, 157, 158]. Im Prozess der
Apoptose spielt v.a. das abgespaltene Fragment von PKCd eine wichtige Rolle
[257], da es ohne Phosphorylierung in der Aktivierungsschleife aktiv sein kann

[163]. Im Western Blot gegen PKC? ist dieses Fragment bei ca. 41 kDa zu sehen.

Bei der Bestimmung von PKC® in CD11c+ KGDZ aus Cst37 Mausen kann man
eine zusatzliche Bande oberhalb der 40kDa Markierung erkennen (siehe
Abbildung 14a), welche in Western Blots gegen PKC® aus CD11c+ KGDZ aus
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Wildtypen nicht zu sehen ist. Um festzustellen welcher Zusammenhang zwischen
Cystatin C und der proteolytischen Spaltung von PKC® besteht, wurden dem
Zellmedium zunachst verschiedene Proteaseinhibitoren hinzugegeben, um
danach Apoptose mittels Staurosporin zu induzieren. Bei den Proteasen, die
inhibiert wurden, handelte es sich einerseits um Cathepsin S und B mittels LHVS
(irreversibler Cathepsin S Inhibitor) und Ca074-Me (Cathepsin B Inhibitor), bei
denen bekannt ist, dass sie durch Cystatin C reguliert werden [105, 258, 259].
Andererseits wurde Caspase 3 mittels Z-DEVD-FMK (Caspase 3 Inhibitor)
inhibiert, die nach heutigem Kenntnisstand PKC® bei Apoptose spaltet [148, 157,
158]. Dies wurde vergleichend mit CD11c+ KGDZ aus Cst3”- Mausen und aus
Wildtyp Mausen durchgefuhrt. Es sollte gezeigt werden, dass die gesuchte
Bande bei Induktion von Apoptose mittels Staurosporin auch in CD11c+ KGDZ
aus Wildtypen nachweisbar ist. AuRerdem sollte die erfolgreiche Inhibition der

Protease, die fUr die Spaltung von PKC® verantwortlich ist, dargestellt werden.

Wie in Abb. 14a zu sehen, erscheint in CD11c+ KGDZ aus Cst3 defizienten
Mausen im Western Blot gegen PKCd eine Bande bei ca. 45 kDa, unabhangig
vom Stimulus. Dies ist bei CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen nicht zu
beobachten. Abb. 14b zeigt, dass sich diese Bande auch unter Induktion von
Apoptose mittels Staurosporin nicht in CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen
reproduzieren lasst. Daher zeigt sich auch in den Versuchen mit
Proteaseinhibitoren keine Bande bei 45 kDa. Ca074-Me markiert zwei Banden,
da  beim Befullen des  Gelelektrophoresegels ein  Teil des
Untersuchungsmaterials in eine zweite Tasche gelangte. Anders verhalt es sich
in CD11ct+ KGDZ aus Cst3”~ Mausen. Ohne Stimulus sowie unter
Apoptoseinduktion mittels Staurosporin zeigt sich unverandert eine Bande bei 45
kDa. Auch die Inhibition mithilfe des Caspase 3 Inhibitors Z-DEVD-FMK
verhindert die Entstehung des Fragments nicht. Lediglich die Inhibition der
Proteasen Cathepsin B und S fuhrt zu einer verminderten Konzentration des
Fragments. Bei Inhibition mit Ca074-Me ist es in geringerer Konzentration und
bei Inhibition mit LHVS nicht nachweisbar.
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Zusammenfassend lasst sich daher sagen, dass in CD11c+ KGDZ aus Cst3”
Mausen ein PKCd Fragment mit einer Grof3e von ca. 45 kDa nachweisbar ist,
welches in Zellen aus Wildtypen weder unter physiologischen Bedingungen,
noch unter apoptotischen Verhaltnissen vorhanden ist. Die Entstehung des
Fragments ist unter Inhibition der Protease Cathepsin S nicht und unter Inhibition

von Cathepsin B nur in verringerter Konzentration detektierbar.

a b

wWT Cst3”-
WT cst3™- s < s <
[V [T

g g s £ 2 s 5 2

g . g . () f\lr & g X [2) i o g X
E S 8§38 S 9 > ) a3 s > o L3 3
8 S & 8 3 o T © : 8 T & 5 8
€ m W £ m w ] &) N w € O O N O E

45kDa— [ = BN B | PKCB 45kDa — | i b S B PrCB

Abbildung 14: Bestimmung der Konzentration eines PKC3 Fragments nach Induktion von Apoptose
unter Inhibition verschiedener Proteaseinhibitoren

Abbildung 14a zeigt einen Western Blot gegen PKC®S bei ca. 45 kDa. Es werden je drei Stimuli bei CD11c+
KGDZ aus Wildtypen und Cst3”- M&usen gezeigt. Diese sind eine Negativkontrolle (mock) sowie B. vulgatus

mpk und E. coli mpk.

Abbildung 14b: Darstellung eines Western Blots gegen PKCd in CD11c+ KGDZ aus Wildtyp und Cst3”
Mausen unter Induktion von Apoptose mittels Staurosporin. Aulerdem erfolgte bei je drei Banden in
Wildtypen und Cst3 defizienten Mausen eine Inhibition verschiedener Proteasen zusatzlich zur Apoptose-
induktion. Es wurde ein Caspase 3 (Z-DEVD-FMK), ein Cathepsin S (LHVS) und ein Cathepsin B Inhibitor

(Ca074-Me) verwendet. Zusatzlich gibt es eine Negativkontrolle (mock). Die Banden liegen bei ca. 45kDa.

3.9 AQuantitative Bestimmung der ALDH mRNA Expression und
durchflusszytometrische Analyse der ALDH Aktivitat in CD11c+

knochenmarksgereiften dendritischen Zellen

Eine Population, die wichtig fur den Erhalt von HomoOostase im Darm ist, ist die
der regulierenden T-Zellen (Treg). Sie werden in Anwesenheit von Retinsaure
von tolerogenen DZ induziert [241, 242]. Dazu ist das Enzym
Aldehyddehydrogenase wichtig, da es bendtigt wird, um aus dem Vitamin A
Derivat Retinol Retinsdure herzustellen [244-246]. In diesem Experiment sollte
gezeigt werden, dass CD11c+ KGDZ, die mit B. vulgatus mpk stimuliert wurden
und somit semi-maturiert sind, durch das Vorhandensein von ALDH in der Lage
sind, Tregs zu induzieren und Homdostase zu erhalten. Aulderdem sollte gezeigt

werden, dass CD11c+ KGDZ nach Maturation durch Stimulation mit E. coli mpk
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diese Eigenschaft nicht besitzen. Schliellich sollten diese Eigenschaften von

CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen mit denen aus Cst37- Mausen verglichen

werden.
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Abbildung 15a zeigt die graphische Darstellung
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Abbildung 15b: Vergleich der Aldh 1a2 Expression in CD11c+ KGDZ aus Cst3”- Mausen und Wildtypen in
einem Balkendiagramm. Die angegebenen Werte sind genormt auf den durchschnittlichen Wildtyp mock.
(WT mock: n =5; KO mock: n = 3)
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Abbildung 15c: Darstellung der durchflusszytometrischen Untersuchung CD11c¢c* KGDZ auf die Aktivitat des
Proteins ALDH. Darstellung der Gating Strategie wie in 2.2.13.5 beschrieben. Auflerdem werden
exemplarisch Histogramme zu den verschiedenen Stimuli gezeigt, namlich zur Negativkontrolle (mock), zu
B. vulgatus mpk und zu E. coli mpk. Die x-Achse stellt den Mean der Fluoreszenz Intensitat (MFI) der
Antikdrper gegen umgesetztes ALDH Substrat dar. In den Histogrammen der oberen Reihe sind die
Ergebnisse der Untersuchungen in Wildtyp Mausen aufgezeigt, in der unteren die aus Cst3” Mausen.
Innerhalb der Histogramme findet eine Aufteilung zwischen Zellen statt, denen ein ALDH Inhibitor
zugegeben wurde (pos) und Zellen, denen kein Inhibitor gegeben wurde (neg). AulRerdem zeigt ein
Balkendiagramm den Mean der Fluoreszenz Intensitédt der ALDH Aktivitdt nach den jeweils drei Stimuli
(Negativkontrolle (mock), B. vulgatus und E. coli) bei CD11c+ KGDZ aus Wildtyp und CysC-Knock-out
Mausen. (WT: mock: n = 3; B. vulgatus: n = 3; E. coli: n = 3; Cst3”: mock: n = 3; B. vulgatus: n = 3; E. coli:
n=3)

Hierzu wurde zunachst eine quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion
durchgefuhrt, um die Expression des Gens Aldh 71a2 zu untersuchen. Dazu
wurden CD11c+ KGDZ aus Wildtyp und Cst3 defizienten Mausen nach 2 h und
16 h Stimulation mit B. vulgatus mpk oder E. coli mpk verwendet. Des Weiteren
wurde die ALDH Aktivitat durchflusszytometrisch bestimmt, indem ein in
bestimmter Zeit umgesetztes Substrat mit einem Antikorper detektiert wurde.
Hierbei wurden CD11c+ KGDZ aus Wildtypen sowie aus CysC-Knockout Mausen
mit denselben Bakterienstammen (E. coli mpk oder B. vulgatus mpk) fur 18 h

stimuliert.

Wie in Abb. 15a zu sehen, ist die Aldh 1a2 mRNA Expression nach 2 h
unabhangig vom Stimulus gleich. Nach 18 h jedoch zeigt sich, dass die
Expression von Aldh 1a2 mRNA in CD11c+ KGDZ nach Stimulation mit dem
Pathobionten E. coli mpk statistisch signifikant hoher ist als nach Stimulation mit
dem Symbionten B. vulgatus mpk (p < 0,05). Die Expression von Aldh 1a2 mRNA
ist nach Stimulation mit E. coli mpk ca. doppelt so hoch wie nach Stimulation mit

B. vulgatus mpk.

Im Vergleich der Aldh 17a2 mRNA Expression ohne Stimulus zwischen CD11c+
KGDZ aus Wildtyp Mausen und aus Cst3 defizienten Mausen zeigt sich kein
signifikanter Unterschied, wie in Abb. 15b zu sehen. Demnach hat CysC keinen
Einfluss auf die Aldh 7a2 mRNA Expression in CD11c+ KGDZ ohne vorherigen

Stimulus.
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Wie in Abb. 15¢ zu sehen, wurde zur Bestimmung der ALDH Aktivitat in der
Durchflusszytometrie zunachst nach CD11c gegatet und danach nach ALDH+
KGDZ. Dabei stellt sich heraus, dass die MFI von ALDH+ CD11c+ KGDZ aus
Wildtypen nach 18 h Stimulation mit E. coli mpk um ca. 20% geringer ist im
Vergleich zur Negativkontrolle (Mock) und zu Zellen nach Stimulation mit dem
Symbionten B. vulgatus mpk. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p <
0,05). Im Gegensatz dazu lasst sich bei ALDH+ CD11c+ KGDZ aus Cst3
defizienten Mausen kein signifikanter Unterschied in Abhangigkeit vom Stimulus
feststellen. Die MFI ist in KGDZ der Negativkontrolle gleich hoch wie in KGDZ
nach Stimulation mit B. vulgatus mpk oder E. coli mpk. AuRerdem |asst sich kein
Unterschied in Abhangigkeit von CysC feststellen. Die Aktivitat von ALDH in
KGDZ aus Cst37 Mausen ist unverandert im Vergleich zu der in KGDZ aus
Wildtypen.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die Expression der Aldh 1a2 mRNA nach
16 h Stimulation von CD11¢c+ KGDZ mit E. coli mpk doppelt so hoch ist, wie die
nach Stimulation mit B. vulgatus mpk. Aulderdem zeigt sich kein Unterschied in
der Expression von Aldh 1a2 mRNA im Vergleich zu unstimulierten CD11c+
KGDZ aus Wildtyp Mausen und denen aus CysC-Knockout Mausen. In der
durchflusszytometrischen Aktivitatsmessung von ALDH zeigt sich, dass CD11c+
KGDZ aus Wildtyp Mausen nach 18 h Stimulation mit E. coli mpk eine ca. 20%
geringere ALDH Aktivitat aufweisen als solche ohne Stimulus oder nach
Stimulation mit B. vulgatus mpk. Im Vergleich zu CD11c+ KGDZ aus Cst3
defizienten Mausen zeigen sich unabhangig vom Stimulus keine signifikanten
Unterschiede in der ALDH MFI.
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4. Diskussion

4.1 Stimulation von KGDZ mit intestinalen Pathobionten fiihrt zu einer

hoheren PKC® Aktivitat als Stimulation mit intestinalen Symbionten

Die Bindung eines Agonisten an Toll-like Rezeptoren dendritischer Zellen (DZ)
fuhrt in der Regel zu deren Maturation. In vorausgegangenen Arbeiten konnte
allerdings gezeigt werden, dass nicht immer eine Maturation resultiert. Beispiels-
weise nehmen CD11c+ KGDZ bei Stimulation mit symbiontischen Kommensalen
wie B. vulgatus mpk einen semi-maturen Phanotyp ein. Diese DZ sind tolerant
gegenuber weiteren Antigenen und tolerogen in Bezug auf T-Zellen, da sie aktiv
regulatorische T-Zellen (Treg) induzieren kdnnen. Auf diese Art und Weise sind
sie in der Lage, aktiv pathologische proinflammatorische Immunreaktionen im
Intestinum zu verhindern [57, 58, 69, 70]. Im Gegensatz dazu resultiert ein
maturer Phanotyp aus der Stimulation mit Pathobionten wie E. coli mpk. Dieser
Phanotyp ist nicht tolerogen und bewirkt eine inflammatorische Antwort bei
Kontakt mit Antigenen [69]. Aul3erdem ist eine erhohte Aktivitdt von PKCd bei
intestinaler Inflammation unter anderem in Zellen des Mukosaepithels seit
langerem bekannt [213, 214]. Aus diesem Zusammenhang ergab sich die
Fragestellung, ob intestinale kommensale Bakterien differentiell die Aktivitat von
PKCd des Wirts und so, uber DZ die Immunantwort an mukosalen Grenzflachen

beeinflussen.

Die in 3.2 abgebildeten Daten zeigen, dass diese Aktivitatssteigerung nicht mit
einer vermehrten Expression von PKC® zusammenhangt, da keine Konzentra-
tionsunterschiede von PKC® sowie von pThr505 PKC® nach unterschiedlichen

Stimuli festzustellen sind.

Den Aktivitatsunterschieden liegt also vielmehr eine vermehrte Aktivierung oder
eine Erhohung der Aktivitat der bereits translatierten Enzyme zugrunde, da weder
Unterschiede in der PKC® Konzentration noch in der pThr505 PKCd
Konzentration nach verschiedenen Stimulationen nachzuweisen sind. In dieser
Arbeit wurde lediglich die Aktivitat nach 2 h erhoben, wobei eine erhdhte Aktivitat
bei maturen DZ, sprich nach Stimulation mit dem Pathobionten E. coli mpk,
festgestellt werden konnte. Allerdings sollten in folgenden Arbeiten Messungen
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nach langeren Stimulationszeiten durchgefiihrt werden, um einen Uberblick Uiber
den zeitlichen Verlauf zu erhalten. Dabei kdnnte erdrtert werden, ob die Aktivitat

von PKC? ein kurzzeitiges Maximum hat oder ob sie dauerhaft erhdht bleibt.

Insgesamt kann aber gesagt werden, dass die PKCd Aktivitat in CD11c+ KGDZ
aus Wildtyp Mausen nach 2 h Stimulation mit E. coli mpk, sprich in maturen DZ
gegenuber immaturen und semi-maturen DZ, nach Stimulation mit B. vulgatus
mpk erhoht ist. Pathobionten erhdhen demnach die PKC® Aktivitat in CD11c+
KGDZ im Gegensatz zu Symbionten, welche keinen Einfluss auf die Aktivitat der
Kinase haben und erhohen damit auch die Wahrscheinlichkeit einer
proinflammatorischen Antwort des Immunsystems als Reaktion auf Kontakt mit

Antigenen.

4.2 Cystatin C bindet an 14-3-3C

Welche molekularen Mechanismen bei Kontakt mit dem Pathobionten E. coli mpk

mit DZ zu einer erhdhten PKC® Aktivitat fuhren, ist bisher nicht vollstandig
bekannt. Jedoch sind einige Proteine bekannt, die mit PKC interagieren. Zu
diesen Proteinen gehdren 14-3-3 Proteine, insbesondere 14-3-3( [141, 142]. 14-
3-3C fuhrt vermutlich durch Bindung an PKCd zu dessen Aktivierung [143]. Noch
unveroffentlichte Ergebnisse vergangener Experimente wiesen auf eine direkte
physische Interaktion von 14-3-3¢ mit Cystatin C in KGDZ hin. Das Protein
Cystatin C (CysC) ist bisher lediglich bekannt als Inhibitor verschiedener Cystein
Proteasen der Papain Familie und Legumain [103, 104], nicht aber als endogener
Regulator von Kinasen, wie PKC®. Daher sollte in dieser Arbeit untersucht wer-
den, ob Kommensale die Aktivitat von PKC uber CysC beeinflussen. Die Inhibi-
tion der genannten Proteasen kommt zustande durch eine enge, nicht-kovalente
Bindung von CysC an die Enzyme [102]. Allerdings kdnnen bei hohen Konzentra-
tionen von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der Zelle auch CysC Homodi-
mere gebildet werden [99]. Dadurch ist eine Bindung von CysC an Proteasen und
somit ebenfalls deren Inhibition nicht mehr méglich [102, 106]. Dieser Zusam-
menhang lasst vermuten, dass auch im Fall der Regulation von PKC® CysC eine
Rolle spielt, indem es bei hohen ROS Konzentrationen als Homodimer vorliegt,

in Abwesenheit von ROS jedoch, wie bereits bei der Inhibition von Proteasen, als
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Monomer an 14-3-3C bindet und dessen aktivierende Wirkung auf PKC®& inhibiert,
da es die Bindung von 14-3-3C an die Kinase verhindert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Stimulation von DZ mit B. vulgatus mpk zu niedrigen Konzen-
trationen an ROS fuhrt, die Stimulation mit E. coli mpk hingegen zu hohen. Die

hdchste ROS Konzentration wurde hierbei nach 2 h Stimulation gemessen [107].

Nach der Hypothese, die dieser Arbeit zugrunde liegt, kdnnte 14-3-3C bei hohen
ROS Konzentrationen in CD11c+ KGDZ, wie nach Stimulation mit dem
Pathobionten E. coli mpk, PKC® binden und dessen Aktivitat erhéhen, da CysC
also Homodimer vorlage und dessen Bindungsdomane blockiert ware. Bei
niedrigen Konzentrationen von ROS in CD11c+ KGDZ nach Stimulation mit B.
vulgatus mpk lage CysC jedoch als Monomer vor und verhinderte durch Bindung
an 14-3-3C dessen aktivierende Wirkung auf PKC®.

Mit den in 3.3 dargestellten Ergebnissen konnte bestatigt werden, dass Cystatin
C 14-3-3C bindet, da eine ColP mit einem spezifischen Antikorper gegen Cystatin
C aus Zelllysat dendritischer Zellen durchgefuhrt wurde und im darauffolgenden
Western Blot des Eluats 14-3-3C festgestellt werden konnte. Liegt im Eluat der
ColP noch 14-3-3C vor, bedeutet dies, dass 14-3-3C an CysC gebunden war und
so aus dem Zelllysat herausprazipitiert werden konnte. Ein Zusammenhang
zwischen bestimmten Stimuli und der Menge gebundenen 14-3-3C konnte nicht
gezeigt werden. Allerdings ist CysC, obgleich es auch in der Zelle vorkommt, wie
von Steimle et al. gezeigt [107], vor allem ein extrazellular vorliegendes Protein
[103, 260]. Moglich ist daher, dass nach der ColP nur wenig CysC im Prazipitat
nachweisbar war. Dies erschwerte die Quantifizierung von 14-3-3(, weshalb die
Ergebnisse bezuglich eines Zusammenhangs zwischen Stimulus und
gebundenem 14-3-3C durch CysC nur eingeschrankt zu interpretieren sind. Flr
eine quantitative Auswertung sollte das Experiment bei erhodhter Zellzahl
wiederholt werden, um die Proteinkonzentration im Zelllysat zu erhdhen. Ein
Unterschied in der Konzentration von 14-3-3C nach verschiedenen Stimuli konnte
nicht beobachtet werden, was eine Regulation der Proteinkonzentration als
Reaktion auf die Stimulation von CD11c+ KGDZ mit Symbionten und Patho-

bionten unwahrscheinlich macht. Eine Moglichkeit, die dieses Ergebnis verfalscht
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haben kdnnte, ware die Dimerisierung von 14-3-3(. Dies wurde zur Arbeit von
Jones et al. Passen, die beschreibt, dass 14-3-3 Proteine naturlicherweise als
Homo- und Heterodimere vorliegen [261]. Zur Auswertung wurde die 27 kDa
Bande verwendet. Dimere, die durch das SDS Gel daher nicht aufgetrennt
worden waren, wirden allerdings bei 54 kDa laufen und wirden somit nicht bei
der Quantifizierung erfasst. Um die Dimerbildung zu verhindern, wurden die
Proben vor dem Western Blot fur funf Minuten bei 90 °C gekocht. Jedoch konnte
selbst nach dem Kochen noch eine schwache Bande bei 54kDa festgestellt
werden. Zwar ist eine quantitative Analyse des Bindungsverhaltens erschwert,
eine Schlussfolgerung Uber eine generelle Bindung zwischen CysC und 14-3-3C

kann jedoch trotzdem getatigt werden.

So bleibt zwar unklar, ob 14-3-3C nach Stimulation von CD11c+ KGDZ mit
Symbionten oder Pathobionten unterschiedlich an CysC bindet, die prinzipielle
Bindung der beiden Molekule konnte jedoch gezeigt werden. Dies macht eine
Interaktion zwischen CysC und 14-3-3C unter physiologischen Bedingungen sehr
wahrscheinlich. Somit ist auch eine Beeinflussung der PKC Aktivitat durch CysC
uber 14-3-3¢ moglich.

4.3 Cystatin C hat einen Einfluss auf die Konzentration von 14-3-3¢, aber

nicht auf die Proteinkonzentration von PKC&

Da CysC mit 14-3-3C interagiert, ware es mdglich, dass CysC auch Einfluss auf
dessen Proteinkonzentration hat, beispielsweise indem es das Protein bindet und
damit die Konzentration des freien Proteins sinkt, was eine Hochregulation der
Proteinexpression zur Folge haben konnte. Ahnliches waére fiir die PKCd Konzen-
tration madglich, da, wie bereits erwahnt, bekannt ist, dass 14-3-3 Proteine mit
Proteinkinase C interagieren [183] und die Aktivitdt von PKC in vitro durch
14-3-3C gesteigert wird [141, 142]. So steigert 14-3-3C auch die Aktivitat von
PKC?d [143]. Um einen Einfluss von CysC auf die Proteinexpression von PKC9,
pThr505 PKCd und 14-3-3C auszuschlieRen, wurden CD11c+ KGDZ aus Cst3"
Mausen verwendet. Eine Regulation der Proteinkonzentration dieser Proteine
durch CysC ist bisher nicht bekannt. Daher sollte gezeigt werden, dass es keinen

solchen Unterschied zwischen CD11c+ KGDZ aus Wildtyp und Cst3 defizienten
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Mausen gibt. Es konnte bereits gezeigt werden und wurde, wie in 3.5 beschrie-
ben, bestatigt, dass die Proteinkonzentration nach unterschiedlichen Stimuli
gleichbleibt. Dies gilt auch fur 14-3-3C.

Zunachst wurde die Proteinkonzentration von PKC® und pThr505 PKC?d in
CD11c+ KGDZ aus Wildtypen und CysC-Knock-outs verglichen. Um die Ergeb-
nisse interpretieren zu koénnen, sind die bekannten Einflisse auf die PKC®
Konzentration wichtig. Die Regulation von PKCd ist komplex und von
verschiedenen Faktoren, wie Organ und Geschlecht, abhangig. So ist beispiels-
weise die Expression von PKCd in der Leber von Ratten bei Weibchen zweimal
so groly wie bei Mannchen [262]. Ein Mechanismus wurde bei UV-induzierter
Apoptose beschrieben. Hierbei steigt die Synthese von PKC® uber NFkB und
RelA, die an die Promotorregion von PKCd binden [263]. Der Hypothese nach
liegt in DZ ohne CysC 14-3-3C frei vor und kann dementsprechend die Aktivitat
von PKC® erhohen. Bekannt ist wiederum, dass PKC® dafur sorgt, dass NFkB in
den Nukleus translozieren kann, was unter anderem zur Folge hat, dass PKC
vermehrt synthetisiert wird [209, 253, 264]. Ware dieser Mechanismus korrekt,
musste jedoch auch die Proteinexpression in DZ steigen, die mit E. coli mpk
stimuliert wurden. Ein Anstieg dieser Art ist nicht festzustellen. Allgemein gibt es
keine signifikanten Unterschiede der PKC® Proteinkonzentration nach den
verschiedenen Stimuli und im Vergleich zwischen CD11c+ KGDZ aus Wildtypen
und Cst37 Mausen, wie in 3.5 beschrieben. Ebenso verhalt es sich bei pThr505
PKC®. Daraus kann geschlossen werden, dass die Proteinkonzentration von
PKC& sowie von pThr505 PKCd in CD11c+ KGDZ, unabhangig von CysC ist.

Anders verhalt es sich bei 14-3-3C im Vergleich zwischen CD11c+ KGDZ aus
Cst37- Mausen und Wildtyp Mausen. In CD11c+ KGDZ aus Cst3 defizienten
Mausen liegt signifikant weniger Protein vor als in Zellen aus Wildtypen nach 2 h
Stimulation. Dieses Resultat ist unabhangig vom Stimulus. Dies legt nahe, dass
CysC entweder einen Einfluss auf die Expression von 14-3-3( hat oder auf

dessen Abbau, was wiederum Auswirkung auf die Aktivitat von PKCd hat.

Zur Anderung der Proteinkonzentration von 14-3-3C sind bisher drei verschie-

dene Mechanismen bekannt. Einer dieser Wege ist die post-transkriptionale
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Modifikation der Stabilitat von 14-3-3 Proteinen. Dabei spielen micro RNAs eine
wichtige Rolle [128, 129]. Ein weiterer Weg ist eine Anderung auf der Ebene des
Genoms. Dieser Weg wird v.a. mit Krebsentstehung und dem Uberleben von
Krebszellen in Verbindung gebracht und beinhaltet epigenetisches ,silencing®
und Genamplifikation [265]. Zuletzt gibt es Daten, die zeigen, dass 14-3-3c Uber
das Proteasom abgebaut wird [130]. Eine Theorie kdnnte sein, dass durch das
fehlende CysC mehr 14-3-3C frei in der Zelle vorliegt. Dies konnte dazu fuhren,
dass Uber eine negative Feedbackschleife die Synthese von 14-3-3C herunter-
reguliert wird. Dieser Hypothese widerspricht allerdings das Ergebnis, dass die
Proteinkonzentration in CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen nach Stimulation mit
E. coli nicht ebenfalls vermindert ist. Da in diesem Fall die Bindung von 14-3-3¢
durch hohe ROS und Dimerisierung von CysC aufgehoben sein sollte. Au3erdem
zeigt sich der Unterschied in der Proteinkonzentration lediglich nach 2 h
Stimulation, nicht aber nach 20 h. Hier gibt es keinen Unterschied in der 14-3-3(
Konzentration zwischen CD11c+ KGDZ aus Wildtypen und Cst3- Mausen. Der
Umstand, dass die Proteinkonzentration in Zellen aus CysC-Knock-out Mausen
unabhangig vom Stimulus ist, trotzdem aber unterschiedlich ist nach
unterschiedlicher Stimulationsdauer, konnte fur einen Fehler bei der Generierung
der Daten sprechen bzw. ein Produkt der Ungenauigkeit des Analyseverfahrens
sein. Dies gilt auch fur die Analyse der pThr505 PKC® Konzentration. Mogliche
Fehlerquellen liegen beispielsweise in der Dauer des Western Blots bei
Ubertragung des Untersuchungsmaterials auf die Membran oder im Fall von 14-
3-3C in der Zeit des Erhitzens der Proben zur Aufspaltung von Dimeren. Diese

Variablen beeintrachtigen ebenfalls die allgemeine Genauigkeit des Verfahrens.

Nach Abwagung der verschiedenen Mdoglichkeiten ist davon auszugehen, dass
eine Regulation der Proteinkonzentration von PKC® und pThr505 PKCbd
unwahrscheinlich ist. Allerdings zeigen die Ergebnisse, signifikante Unterschiede
der 14-3-3C Konzentration im Vergleich von CD11c+ KGDZ aus Wildtypen und
Cst3 defizienten Mausen. Deshalb kann gesagt werden, dass die Konzentration
von 14-3-3¢ durch CysC beeinflusst wird. Welcher Mechanismus jedoch

zugrunde liegt, muss in folgenden Arbeiten untersucht werden.
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4.4 Cystatin C requliert die Aktivitat von Proteinkinase Cd liber 14-3-3C
Die Ergebnisse aus der Messung der PKCd Aktivitat in CD11c+ KGDZ aus

Wildtypen und Cst3 defizienten Mausen zeigen, dass CysC nicht nur Einfluss auf

die Konzentration von 14-3-3¢ nimmt. Der Vergleich der Aktivitaten von PKCd in
CD11c+ KGDZ aus Wildtypen und Cst37- Mausen, zeigt, dass Cystatin C, direkt
oder indirekt, die Aktivitat von PKC® beeinflusst. Nach Stimulation mit E. coli mpk
fur 2 h von CD11c+ KGDZ aus Wildtypen steigt die PKCd Aktivitat im Vergleich
zur unstimulierten mock Kontrolle und der Stimulation mit B. vulgatus mpk um ca.
120%. Dies ist jedoch nicht bei CD11c+ DZ, die aus dem Knochenmark von CysC
defizienten Mausen generiert wurden, zu beobachten. Bei Cst3”- CD11c+ KGDZ
konnten unabhangig vom Stimulus keine PKCOd-Aktivitatsunterschiede detektiert
werden. CysC scheint also entscheidend fur die Regulation der PKC Aktivitat in
CD11c+ KGDZ zu sein. Nur in Anwesenheit von CysC ist die PKC Aktivitat nach
Stimulation mit einem Pathobionten erhoht. Fehlt es, kann die Aktivitat der Kinase
nicht in Abhangigkeit vom Stimulus verandert werden und eine inflammatorische
Immunreaktion kann nicht ausgelost werden. Auf diese Art und Weise ist eine DZ

ohne funktionelles CysC gegenuber weiteren Antigenen tolerogen.

Dieses Ergebnis kann in Zusammenhang gebracht werden, mit den in 3.4.3
beschriebenen 14-3-3¢ Konzentrationen. Diese sind in CD11c+ KGDZ aus Cst3"
Mausen sehr viel niedriger als in solchen aus Wildtypen. Die 14-3-3C Molekule
liegen zwar ungebunden in der Zelle vor und konnen PKCd aktivieren, aufgrund
der niedrigen Konzentration an 14-3-3¢ fallt die Aktivitat dadurch allerdings
genauso hoch aus wie in Zellen aus Wildtyp Mausen nach Stimulation mit
B. vulgatus mpk bzw. ohne Stimulus. Diese Beobachtung unterstitzt die These,
dass CysC wichtig ist fur die Regulation inflammatorischer Antworten auf einen

Stimulus hin.

Des Weiteren ist es wichtig zu wissen, auf welche Art und Weise 14-3-3¢ und
PKC® miteinander interagieren. Van der Hoeven et al. gehen dabei von einer
unspezifischen Aktivierung aus, die allein durch den sauren Charakter der 14-3-3
Proteine zustande kommt [183]. Die Dimere binden an Aminosauresequenzen

von Proteinen mit phosphoryliertem Serin- oder Threoninrest [113, 120, 121].
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Daher konnte eine Aktivierung von PKCd nur im phosphorylierten Zustand an
bestimmten Stellen des Proteins stattfinden. Im Falle von fehlender Phosphory-
lierung an den bendtigten Stellen von PKCd wirde dies bedeuten, dass trotz
vorhandener 14-3-3¢ Molekule keine Aktivitatssteigerung moglich bzw.
nachweisbar ware. Da sich die bisher bekannten Aminosauresequenzen, die fur
die Bindung von 14-3-3C wichtig sind, allerdings nicht in der Aminosauresequenz
von PKCd wiederfinden lassen, ist dies eher unwahrscheinlich. Vielmehr ist von
einer Aktivierung uber die Zinkfinger Domane der Kinase auszugehen, da dieser
Interaktionsmechanismus fur 14-3-3C bereits vermutet wird und PKC® Uber eine

solche Domane verfugt [116, 125].

Vermutlich fahrt also die Bindung von 14-3-3C an PKCQ® Uber dessen
Zinkfingerdomane zu einer Aktivitatssteigerung von PKCd. Diese Steigerung wird
uber Cystatin C vermittelt, da in CD11c+ KGDZ aus CysC defizienten Mausen
keine Aktivitatsunterschiede abhangig vom Stimulus nachweisbar sind. Die
Aktivitat der Kinase steigt dabei in CD11c+ KGDZ aus Cst3 defizienten Mausen
nicht unabhangig vom Stimulus an. Obwohl 14-3-3C ungebunden vorliegt, ist die
Konzentration von 14-3-3C in diesen Zellen ungleich niedriger als in CD11c+
KGDZ aus Wildtyp Mausen. Es kann daher gesagt werden, dass in DZ ohne
funktionelles CysC nach Stimulation mit Pathobionten, wie E. coli mpk, keine
Aktivitatssteigerung von PKCd ausgeldst werden kann. Demnach erfolgt auch
keine Entzundungsreaktion, vermittelt durch die Synthese der induzierbaren
Stickstoffmonoxid Synthase (iINOS) uber NFkB Aktivierung. Die DZ ist tolerogen

gegenuber weiteren Stimuli.
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4.5 Cystatin C Expression beeinflusst die Expression der Nos2 mRNA in
CD11c+ KGDZ aus Cst3”- Mausen

Nos2 ist das Gen, aus welchem die Synthase iINOS exprimiert wird. iINOS

wiederum synthetisiert Stickstoffmonoxid (NO), ein Molekul das direkt an der
Entstehung von Entziindungsreaktionen beteiligt ist [220, 221]. Die Konzentration
von NO und iNOS wird vor allem auf translativer Ebene Uber NFkB, reguliert [222,
254, 255]. Dieser nukulare Transkriptionsfaktor wird durch PKCd induziert [208-
210]. Eine Aktivitatssteigerung von PKC® fuhrt demnach zunachst zur Induktion
von NFKB und spater zu einer Konzentrationssteigerung von iNOS und NO.
Aufgrund dieses Mechanismus ist die Messung der Nos2 mRNA und des
Proteins iINOS ein guter Marker, um zu Uberprufen, ob eine durch Stimulation mit
Patho- oder Symbionten herbeigefuhrte PKCd Aktivitatsveranderung zu einer

vermehrten oder verminderten Entzindungsreaktion tber NO flhrt.

In CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen ist die mRNA des Gens Nos2 nach
Stimulation mit E. coli fur 18 h um das 3000-fache erhoht. Diese Beobachtung
spiegelt sich auch in der quantitativen Bestimmung des Proteins in der Zelle
wider. Stimulation von CD11c+ KGDZ durch Pathobionten fuhrt also zu einer
Steigerung der iINOS Konzentration und Iasst auf eine deutliche Entzindungs-
reaktion schlie3en. Vergleicht man dies mit CD11c+ KGDZ aus CysC defizienten
Mausen, so stellt sich heraus, dass zwar die mMRNA Expression ohne Stimulus
hoher ist als in den Negativkontrollen der CD11c+ KGDZ aus Wildtypen, die
Menge von exprimiertem iNOS jedoch unverandert ist. Ein Teil der gemessenen
mMRNA wurde also nicht translatiert. Diese Differenzen entstehen in der Regel

durch posttranskriptionale Modifikation der mMRNA, wie z.B. alternatives Splicing.

Wie bereits erwahnt, spielt NO eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Ent-
zundungsreaktionen [233]. Aullerdem wird die Produktion von iNOS Uber NFkB
durch Proteinkinase Cd moduliert [95, 96, 253]. Somit sollte die Messung von
INOS den Einfluss von PKCd auf den entzindlichen Prozess verdeutlichen. Die
Stimulation dendritischer Zellen mit einem Pathobionten fuhrt zu einer
gesteigerten PKC® Aktivitat. Die Kinase wiederum induziert indirekt Gber NFkB
die Expression von Nos2 mRNA. Daher steigt, wie in Abbildung 12a und 12c
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gezeigt, die Expression von Nos2 mRNA sowie die iINOS Konzentration nach
Stimulation mit E. coli mpk. Die Stimulation von CD11c+ KGDZ aus Cst3”
Mausen mit dem Pathobionten fuhrt jedoch zu keiner Aktivitatssteigerung von
PKC®d. Die Quantifizierung von iNOS in CD11c+ KGDZ aus Cst3 defizienten
Mausen zeigt jedoch eine unveranderte Steigerung der iINOS Konzentration nach

Stimulation der DZ mit E. coli mpk.

Die Tatsache, dass der Unterschied der MFI von iINOS bei Stimulation von
CD11c+ KGDZ aus Wildtypen mit E. coli mpk zur iNOS MFI in unstimulierten DZ
und mit B. vulgatus mpk stimulierten KGDZ in Zellen aus Cst3 defizienten
Mausen nicht verschwindet, Iasst sich damit erklaren, dass offensichtlich ein
weiterer Signalweg an der Induktion von iNOS beteiligt ist. Der hier beschriebene
Mechanismus wird durch Bindung von LPS induziert. Uber die LPS-abhangige
Aktivierung des TLR4/MD-2 Rezeptorkomplex wird die Translokation von
cytosolischem NFkB in den Nukleus ermdglicht, wo es als Transkriptionsfaktor
die Transkription des fur iINOS codierenden Nos2-Gens induziert [227, 228].
Alternativ kann die Synthese von iNOS aber auch unabhangig von TLR-4, CysC
und PKC® gesteuert werden namlich durch Interferon-y (IFN-y). Hierbei wird die
Synthese von iINOS uber den Jak-STAT Signalweg reguliert [229].

Es kann also gesagt werden, dass die Transkription der Nos2 mRNA vermutlich
durch Cystatin C beeinflusst wird, dieser Signalweg aber nicht der einzige ist und

daher der Effekt fehlenden CysCs abgeschwacht wird.

Um den weiteren Verlauf der INOS Produktion abschatzen zu kénnen, sollte in
folgenden Arbeiten die Enzymkonzentration auch zu anderen Zeitpunkten
untersucht werden. Denn ware es moglich Uber die Beeinflussung von CysC die
Produktion von iNOS zu senken, so konnte dies zur Behandlung von chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen beitragen. Physiologische NO Werte kdnnen
proinflammatorische Plattchenaggregation, Integrin vermittelte Adhasion und
proinflammatorisch induzierte Genexpression inhibieren. Diese Faktoren sind
beteiligt an der Kontrolle vaskularer Inflammation und oxidativer Verletzungen
[230, 231]. Unter Umstanden konnte also dieser ambivalente Effekt, einerseits

pro- andererseits antiinflammatorisch, von NO auch zur Behandlung von
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chronisch entzindlichen Darmerkrankungen genutzt werden, indem die NO

Konzentration auf ein physiologisches Level gesenkt wird.

4.6 Symbionten enthaltende Probiotika als Behandlungsoption chronisch

entziindlicher Darmerkrankungen

Ob die Immunantwort auf ein Antigen immunogen oder tolerant ist, hangt
entscheidend von den dort vorkommenden dendritischen Zellen ab [266, 267].
Um durch Kommensale verursachte pathologische intestinale Entzindungs-
reaktionen zu verhindern, ist es wichtig, dass DZ kommensale Bakterien als
solche erkennen. Geschieht dies nicht, ist eine stetige inflammatorische Aktivitat
die Folge. Wie bereits in 4.1 erwahnt fihrt der Kontakt mit Lipopolysacchariden
(LPS) von E. coli mpk zu einem maturen und der Kontakt mit LPS von B. vulgatus
mpk zu einem semi-maturen Phanotyp bei DZ in der Maus [69]. Dies entspricht
einem Zwei-Klassen-Modell, dass zur Einteilung der Mikrobiota verwendet
werden kann. Hierbei wird einerseits in die Gruppe der Pathobionten eingeteilt,
die grundsatzlich keine pathogene Wirkung haben, unter bestimmten Voraus-
setzungen allerdings pathologische Reaktionen auslésen kénnen. Die zweite
Klasse bilden Symbionten, welche unabhangig von den Voraussetzungen
apathogene Eigenschaften haben. Das bedeutet, dass die Zusammensetzung
der Mikrobiota unter beglnstigenden Voraussetzungen, wie beispielsweise
genetischer Pradisposition und bestimmten Umweltfaktoren, direkt mit der
Entwicklung einer Colitis zusammenhangt. Ist der relative Anteil von Bacteroides
hoch im Vergleich zur Norm und der der Enterobacteriaceae niedrig, so ist dies
ein praventiver Faktor fur die Entstehung einer Colitis beim Menschen sowie bei
der Maus [16]. Im Gegensatz dazu begunstigt ein relativ niedriger Anteil von
Bacteroides bei gleichzeitig hohem Anteil von Enterobacteriaceae die
Entstehung der Krankheit. Dies stimmt mit der Beobachtung uberein, dass der
Symbiont B. vulgatus in der Lage ist in Mausen vor der Entstehung einer Colitis
zu schutzen [72, 77].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PKC® sowie die Konzentration von
INOS in maturen CD11c+ KGDZ durch Stimulation mit einem Pathobiont, im
Gegensatz zur Konzentration in semi-maturen CD11c+ KGDZ nach Stimulation
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mit einem Symbionten, erhoht ist und dass diese Steigerung dem Einfluss von
CysC unterliegt. CysC bindet das PKCd aktivierende Protein 14-3-3C und hemmt
damit indirekt die Aktivitat von PKC® und damit auch die Induktion von iNOS.
Daher liegt die Annahme nah, dass man nicht nur mithilfe von Pharmaka die
involvierten Proteine (CysC, 14-3-3C, PKCd) beeinflussen und somit eine inflam-
matorische Antwort und unter Umstanden sogar die Maturation der DZ verhin-
dern konnte, sondern dass dies vor allem auch mit Symbionten moglich sein

sollte.

Hierbei ist es wichtig zu wissen, was Uber die therapeutische Wirkung durch
Beeinflussung der einzelnen Proteine bekannt ist, um abschatzen zu kdonnen was
die Benefits und das Potenzial der Modulation des Signalwegs mittels
Symbionten enthaltenden Probiotika sind. Medikamentdse Angriffspunkte waren
eine Inhibition der hemmenden Wirkung von CysC, eine Hemmung der
aktivierenden Wirkung von 14-3-3C auf PKC® oder eine Inhibition der PKCd
Aktivitat selbst. In Mausen wurde bereits gezeigt, dass Inhibition von PKC® die
Synthese von iINOS erfolgreich hemmen konnte [215]. Des Weiteren konnte, die
Effektivitat einer anti-inflammatorischen Behandlung mithilfe eines PKC®
Inhibitors nachgewiesen werden. Diese bisher jedoch lediglich bei akuter
Entzindung der Lunge in in vivo Versuchen an Ratten sowie an humanen Zellen
in vitro, weshalb weitere Untersuchungen angestellt werden muissen, um die
Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf Immunreaktionen in Mausen zu prifen
[205, 206]. Die Notwendigkeit weiterer Experimente zeigt auch die Beobachtung,
dass PKCd nicht nur proinflammatorische Eigenschaften besitzt. Scheinbar ist
eine bestimmte PKC® Konzentration fur die Toleranzvermittlung gegenuber
eigenen Antigenen notig. Da Versuche in B-Zellen aufzeigten, dass PKC
defiziente Mause nach einiger Zeit an Autoimmunerkrankungen sterben [202-
204]. Dennoch hatte ein PKCd inhibitorisches Peptid in Ratten eine niedrige
Toxizitat und wurde in Tier Modellen gut toleriert [268, 269]. Ahnliches zeigt sich
auch nach einer klinischen Phase I/ll Studie am Menschen eines PKCO
Inhibitorpeptids [195, 270]. Die Inhibition der PKCd Aktivitat zeigt also ein hohes
Potential zur Behandlung chronisch entzindlicher Darmerkrankungen.

Insbesondere bestatigt dies aber die Moglichkeit der Therapie mit Symbionten
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enthaltenden Probiotika, da sie nicht das Risiko eines selektiven Pharmakons bei
vollstandiger Inhibition der Kinase darstellen. Des Weiteren haben Symbionten
einen antiinflammatorischen Effekt durch Beeinflussung unterschiedlicher
Signalwege, wohingegen die selektive Inhibition eines Proteins dessen
verschiedene Qualitaten alterniert. Das heildt, dass die pharmakologische
Inhibition  nicht nur Auswirkungen auf dessen antiinflammatorische
Eigenschaften, sondern auf samtliche andere Signalwege des Proteins hat, was

zu ausgepragten Nebenwirkungen fuhren konnte.

Da die Ergebnisse dieser Arbeit einen Einfluss von 14-3-3( auf die Aktivitat von
PKCd vermuten lassen, kommt auch die Inhibition dieses Proteins in Frage, bzw.
die Modulation dessen Fahigkeit zur Protein-Protein-Interaktion. Hierbei sind
zwei Inhibitoren bekannt. Einerseits das Protein R18, welches an 14-3-3 Proteine
bindet und dessen Interaktion mit anderen Proteinen verhindert [115, 271].
Andererseits gibt es die ,Fourteen-three-three small molecule inhibitors®
(FOBISIN), welche 14-3-3 Proteine durch kovalente Bindung an deren
Bindungsdomane kompetitiv hemmen [115, 272]. Bisher ist die Untersuchung
des inhibitorischen Effekts stark fokussiert auf die Tumorbehandlung [115].
Daher ware eine Untersuchung der Inhibition von 14-3-3¢ im Zusammenhang mit
CEDs sinnvoll. Allerdings sind die genannten Inhibitoren nicht spezifisch und
hemmen somit alle 14-3-3 Isoformen. Da 14-3-3 Proteine potenziell mit 0,6% des
menschlichen Proteoms interagieren konnen [118], sind die Nebenwirkungen
schwer abzuschatzen. Als Alternative gabe es noch small interfering RNAs
(siRNA) als spezifische Inhibitoren, die die Proteinsynthese in Zellen
verschiedener Saugetiere u.a. menschlichen verhindern [115, 273], aber auch
hier kdbnnen unerwartete Einflusse auf andere Proteine vorkommen [274]. Diese
Schwierigkeit der medikamentosen Beeinflussung von 14-3-3¢ ohne
schwerwiegende Nebenwirkungen zeigt auf, welches Potenzial die Behandlung
von CEDs mit Symbionten wie B. vulgatus hat. Durch Immunmodulation mithilfe
von Symbionten besteht die Moglichkeit Immunreaktionen Uber 14-3-3C zu
beeinflussen ohne das Nebenwirkungssprektrum einer Pharmakotherapie.
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Zuletzt muss auch CysC als Ziel von Pharmaka in Betracht gezogen werden. Die
gezeigten Ergebnisse sind diesbezuglich allerdings nicht eindeutig. Nach der
Hypothese dieser Arbeit musste die Induktion von CysC die inflammatorische
Antwort mindern. Jedoch zeigen die Experimente, dass die PKC® Aktivitat in
Cst37- Mausen nach Stimulation mit einem Pathobionten niedriger ist als in
Wildtypen und dass das inflammatorische Aquivalent iNOS durch CysC, wenn
uberhaupt, nur wenig beeinflusst wird. Daher ware es denkbar, dass auch eine
Inhibition von CysC einen Erfolg zeigen konnte. Diese Annahme wird unterstutzt
von Experimenten, die zeigen, dass hdohere Konzentrationen ,,Chicken Cystatin®
und auch Cystatin C die Produktion von NO sowie dem proinflammatorischen
Zytokin Tumor Nekrose Faktor a (TNF-a) nach Induktion durch Interferon-y (INF-
y) steigern. Aulderdem fuhrten geringere Konzentrationen der Cystatine bei
Aktivierung von Makrophagen mit INF-y zur Herabregulation von NFkB [108, 110,
275, 276] Geht man aber von der Theorie aus, dass CysC einen hemmenden
Einfluss auf PKC® hat, so musste vielmehr eine Erhohung der CysC
Konzentration einen positiven Einfluss auf die Entzindung haben. So zeigte sich
beispielsweise eine erhdhte Ausschuttung des anti-inflammatorischen
Interleukin-10 durch Nematoden Cystatin [277, 278]. Des Weiteren konnte in
Kolitis Tiermodellen eine Reduktion der Inflammation und des mucosalen
Schadens sowie der Immunzelleinwanderung durch das Nematoden Cystatin
AVCys festgestellt werden [279]. Aber auch eine verminderte Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und Interleukin-1B (IL-1B) bei mit LPS (E.
coli) stimulierten Makrophagen durch Verabreichung von humanem CysC konnte
gezeigt werden [278]. Zusammengenommen konnte dies bedeuten, dass CysC
nicht nur an einem Signalweg beteiligt ist, sondern an mehreren. So ware es
denkbar, dass bei Stimulation mit LPS CysC tber die Hemmung von 14-3-3C und
PKC® einen inhibitorischen Effekt auf den Entzindungsprozess ausibt und
weiterhin bei Aktivierung mit IFN-y eine entzindungsfordernde Rolle einnimmt.
Wie bereits beschrieben, kann NFkB ebenfalls Uber IFN-y aktiviert werden. Um
dies jedoch in Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit bringen zu kénnen,
musste man davon ausgehen, dass eine gewisse Konzentration CysC fur den

proinflammatorischen Effekt notig ware. Wie hier beschrieben, ist die Rolle von
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CysC bei Entzindungen komplex, weshalb mithilfe von in vivo Versuchen an
Kolitis Tiermodellen der Effekt der CysC Konzentration untersucht werden sollte,
um die Rolle des Proteins bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen
besser verstehen zu konnen. Der Symbiont B. vulgatus zeigt hier bereits eine
gute Mdglichkeit auf, das Protein effektiv zu modulieren, um Maturation von

CD11¢c+ KGDZ zu verhindern und deren Semi-maturation zu fordern.

Insgesamt zeigen die in dieser Arbeit durchgeflhrten Experimente, dass PKCo
sowie 14-3-3C und CysC eine wichtige Rolle bei der Maturation von DZ spielen
und diese Proteine durch Kommensale unterschiedlich reguliert werden. Die
Gabe B. wulgatus mpk enthaltender Probiotika stellt eine interessante
Behandlungsoption dar, da die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass B. vulgatus
oben genannte Proteine beeinflusst und auf diese Art und Weise in der Lage ist,
Semi-maturation in CD11c+ KGDZ herbeizufuhren. AufRerdem wurde bereits
gezeigt, dass die Modulation dieser Proteine eine Moglichkeit darstellt,
Entzindungsreaktionen zu verhindern. Jedoch hat die Pharmakotherapie bisher
grole Nachteile, wie Nebenwirkungen und fehlende Targetspezifitat. Dies hebt
das Potenzial der Proteinmodulation zur Verhinderung von CEDs durch
Symbionten enthaltende Probiotika hervor. Effektivere und Nebenwirkungs-
armere Behandlungsoptionen sind wichtig, da momentan verwendete
Medikamente meist mit starken unerwinschten Arzneimittelwirkungen
einhergehen, aber vor allem auch, weil sie langfristig keine adaquate Behandlung
gewabhrleisten konnen. Somit bleibt haufig nur eine chirurgische Intervention als
letzte Behandlungsoption, wie beispielsweise bei der Behandlung des Morbus

Crohn. Eine Heilung ist dadurch jedoch nicht erreichbar.
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4.7 Cystatin C verhindert die Spaltung von Proteinkinase Cd

Eine bisher ungeklarte Interaktion besteht zwischen Cystatin C und PKC4. Dies
aulert sich nicht nur in einer Veranderung der PKC9 Aktivitat in Abhangigkeit von
CysC, sondern auch daran, dass sich in CD11c+ KGDZ aus Cst3 defizienten
Mausen ein ca. 45 kDa gro3es Fragment nachweisen lasst, welches in CD11c+
KGDZ aus Wildtyp Mausen nicht vorkommt. Dies deutet darauf hin, dass das
Fehlen von CysC dazu fuhrt, dass PKC® gespalten wird. Zur Spaltung von PKCd
ist bekannt, dass sie im Rahmen von Apoptose auftreten kann [148]. Dabei wird
sie in der Gelenkregion durch die Protease Caspase 3 in ein ca. 41 kDa grofes
Fragment gespalten [148, 280]. Fur die Aktivitat dieses Teilstlicks ist keine
vorherige Aktivierung notig [163]. Experimente konnten zeigen, dass ohne PKCd
Apoptose verhindert werden kann [281]. Eine Regulation von Caspase 3 durch
CysC ist bisher nicht bekannt.

Des Weiteren gibt es, wie bereits erwahnt, Proteasen wie Cathepsin B und S,
welche durch CysC gehemmt werden [105, 258, 259]. Hierbei ist PKC jedoch
nicht als Substrat bekannt. Um den Zusammenhang zwischen CysC und der
Spaltung von PKCd zu untersuchen, wurden die genannten Proteasen in CD11c+
KGDZ aus Wildtypen und aus Cst3”- Mausen inhibiert. Danach wurde mithilfe von
Staurosporin, einem unspezifischen Pankinaseinhibitor [282], Apoptose
induziert. Mit diesen Zellen wurde ein Western Blot gegen PKCd durchgefihrt,
wobei in Zellen, zu denen der Inhibitor fur die Protease, die fur die Spaltung von
PKCd verantwortlich ist, hinzugegeben wurde, kein Proteinfragment mit einer
Grole von 41 kDa vorkommen sollte. AulRerdem sollte im Western Blot von
CD11c+ KGDZ aus Wildtyp Mausen ohne Staurosporin ebenfalls kein PKC®
Fragment bei 41 kDa nachweisbar sein. In den Zellen, die zusatzlich nur
Staurosporin enthielten, sollte PKC® gespalten werden, genauso wie in der
Negativkontrolle aus Cst37 Zellen. Die Auswertung des Experiments zeigte, dass
bei den Proben, die mit Staurosporin behandelt worden waren, neben der oben
beschriebenen Bande eine zusatzliche Bande knapp oberhalb der 40 kDa zu
sehen war. Diese neue Bande ist vermutlich die Bande, die in der Literatur im
Zusammenhang mit Apoptose beschrieben wird, da die zunachst entdeckte
Bande bei ca. 45 kDa lauft. Bei dem Fragment von PKC9, das bei DZ aus CysC-
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Knock-out Mausen zu sehen ist, muss es sich also um ein bisher unbekanntes
handeln. Die Entstehung dieses Fragments kann entweder auf eine Spaltung an
einer anderen Stelle zuruckgefuhrt werden, verursacht durch vorzeitigen Abbruch
der Translation von PKCd oder durch einen erhohten Phosphorylierungsgrad, der
das bereits bekannte Protein, welches bei Apoptose entsteht, vergrélert. Fur die
Spaltung spricht, dass, wie in Abbildung 10b zu sehen, keine Bande unter
Inhibition mit LHVS, dem spezifischen Cathepsin S Inhibitor, bei 45 kDa lauft.
Dies konnte bedeuten, dass PKCd durch Cathepsin S gespalten wird und daher
unter Inhibition der Protease kein 41 kDa groles Fragment entstehen kann. Es
konnte jedoch auch darauf zurickzuflhren sein, dass in dieser Probe nur sehr
wenig Protein enthalten war und somit die Bande lediglich im Western Blot nicht
nachweisbar war, da sie zu schwach ausgepragt war. Somit kann keine
abschlieBende Aussage Uber die Entstehung des genannten Teilfragments

getatigt werden.

Insgesamt kann gesagt werden, dass CysC zwar die Spaltung von PKCd
verhindert, weshalb ein 41 kDa PKC& Fragment entsteht, sobald kein
funktionelles CysC vorhanden ist. Die biologische Relevanz dieses Vorgangs
bleibt allerdings zu erortern, da nicht gesagt werden kann, ob das entstehende
Fragment katalytische Eigenschaften hat und daher die Folge der Spaltung nur
schwer zu beurteilen ist. Des Weiteren kann keine Aussage dartber getroffen
werden, wodurch oder an welcher Stelle PKCd gespalten wird. Aus diesen
Grunden sollten in Zukunft weitere Experimente durchgefuhrt werden, um den
Entstehungsmechanismus, den Aufbau des Fragments und die biologische

Relevanz des Vorgangs verstehen zu kdnnen.

4.8 Cystatin C hat signifikanten Einfluss auf die Aktivitat von Retinal
Dehydrogenase in CD11c+ KGDZ
Bisher wurde gezeigt, dass CysC einen Einfluss auf PKC® hat, indem es die

Spaltung der Kinase verhindert und zusatzlich dessen proinflammatorische Akti-
vitat durch Bindung an 14-3-3C indirekt hemmt. Welche weiteren immunogenen
Auswirkungen CysC hat, sollte, in Bezug auf die Wirkung von CysC auf die
Modulation der Aldehyddehydrogenase (ALDH) Aktivitat und damit indirekt die
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Wirkung auf die Induktion regulatorischer T-Zellen (Treg), untersucht werden.
Regulatorische T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei destruktiven entziindlich-
en Immunantworten [239, 240]. So konnen CD103 exprimierende Tregs Inflam-
mation in der Colon Mucosa verhindern [250, 251]. Dies passt zu der
Beobachtung, dass es bei fehlenden Tregs zu einer UberschielRenden
Immunantwort auf kommensale Bakterien im Darm kommt [248, 249]. Tregs
werden unter anderem in der Peripherie in Anwesenheit von TGF-[3 gebildet [241,
283]. Neben TGF-B ist fur die durch CD103 DZ induzierte Differenzierung in
mesenterialen Lymphknoten auch der Vitamin A Metabolit Retinsaure noétig [241,
244]. Die Kombination aus beiden sorgt aul’erdem daflr, dass Tregs homing
Rezeptoren wie CCR9 und das Integrin a437 exprimieren, welche spezifisch fur
den Darm sind [241, 247, 284]. Des Weiteren sekretieren diese Tregs das anti-
inflammatorische Interleukin 10 [241]. TGF-B alleine sorgt dabei nur fur die
Differenzierung, es bestimmt jedoch nicht, ob Tregs oder proinflammatorische
TH17 Zellen entstehen [241, 284]. Dies wird durch Retinsaure festgelegt. Sie wird
durch die Retinal Dehydrogenase aldh1a2 aus Retinal gebildet, welche unter
anderem in DZ des Darms vorkommt [244]. Diese verschiedenen Eigenschaften
zeigen, dass Tregs wichtig fur den Erhalt von Homdostase im Darm sind und
daher der Nachweis eines Einflusses durch CysC auf ihre Entstehung uber die
Aktivitat von ALDH ein weiterer wichtiger Baustein fur das Verstandnis der

immunologischen Rolle von CysC darstellen wirde.

Dazu sollte zunachst gezeigt werden, dass in CD11c+ KGDZ aus Wildtyp
Mausen die aldh1a2 mRNA Konzentration sowie die ALDH Aktivitat nach Stimu-
lation mit E. coli mpk geringer ist als in CD11c+ KGDZ anderer Stimulationsmodi.
AuRerdem sollte in Zellen aus Cst3- Mausen unabhangig vom Stimulus stets
eine geringere Aktivitat bzw. mRNA Konzentration nachweisbar sein. In Abbil-
dung 14 fallt allerdings auf, dass die mMRNA Konzentration in CD11c+ KGDZ aus
Wildtyp Mausen nach 20h Stimulation mit E. coli mpk doppelt so hoch ist wie
nach Stimulation mit B. vulgatus mpk. Im Gegensatz dazu ergibt die FACS Analy-
se der CD11c+ KGDZ aus Wildtypen, dass die Expression nach Stimulation mit
E. coli mpk geringer ist als die in Zellen der Negativkontrolle (mock) und denen

nach Stimulation mit B. vulgatus mpk. Wichtig in Bezug auf die PCR Daten ist,
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dass eine Verdoppelung der mRNA, obgleich signifikant, vermutlich keine biolo-
gische Relevanz hat. Durch die Variabilitat epigenetischer Faktoren, wie bei-
spielsweise der Halbwertszeit der mRNA, muss ein Unterschied dieser GroRen-
ordnung im Kontext mit der tatsachlichen Konzentration des exprimierten Pro-
teins gesehen werden. Wie in der FACS Analyse zu sehen ist, Uberwiegt die
schlussendliche Aktivitat der ALDH. Offensichtlich ist die Aktivitat trotz der
hoheren Anzahl an mRNA Kopien in der qtPCR in CD11c+ KGDZ nach Stimula-
tion mit E. coli mpk niedriger als nach Stimulation mit B. vulgatus mpk. Die
schlussendlich gemessene Aktivitat ist folglich als ausschlaggebend anzusehen,
sie kdnnte aber auch darauf hindeuten, dass die vorhandene mRNA noch zu
translatieren ist und daher die ALDH Aktivitat zu einem spateren Zeitpunkt noch
ansteigt. Eine Untersuchung des ALDH Substratumsatzes zu einem spateren
Zeitpunkt ware daher sinnvoll. Im Vergleich der Basisquantitdt der mRNA
zwischen CD11c+ KGDZ aus Wildtypen zu denen aus Cst37- Mausen (Abb. 11b)
ergibt sich kein Unterschied. Auch in der FACS Untersuchung stellt sich keine
signifikante Differenz dar. Da sich aber zusatzlich bei der Stimulation der Cst3"
Zellen mit E. coli mpk kein anderes Ergebnis als in CD11c+ KGDZ der Negativ-
kontrolle oder nach Stimulation mit B. vulgatus mpk zeigt, liegt die Annahme
nahe, dass durch das Fehlen von CysC eine Deregulation stattgefunden hat.
Allerdings ist die Analyse der Werte der CD11c+ KGDZ aus Cst3 defizienten
Mausen erschwert, da sich kein Unterschied zwischen den beiden Stimulationen

mit E. coli mpk feststellen lasst.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass CysC an der Regulation der
ALDH Aktivitat beteiligt ist, die Art der Regulation jedoch weiter untersucht
werden muss. Somit kann keine Schlussfolgerung im Zusammenhang mit dem
Einfluss auf die Entstehung von Tregs getroffen werden. Um die biologische
Relevanz des Einflusses von CysC auf die Entstehung von Tregs einschatzen zu

koénnen, sind daher weitere Experimente notwendig.
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5. Zusammenfassung

Chronisch entzundliche Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn und Colitis
Ulcerosa, sind komplexe Erkrankungen mit steigender Inzidenz aber bisher noch
weitgehend unklarer Atiologie. Daher ist die Therapie derzeit nicht ursachlich,
sondern lediglich symptomatisch, was die Behandlung der Entzindung begrenzt.
Dies ist unzureichend und kann den Krankheitsverlauf nicht aufhalten. Dabei gibt
es bereits Faktoren, die bekanntermalf3en mit CED in Zusammenhang stehen und
neue Ansatze fur die Therapie darstellen kdnnten. Zu diesen gehdren v.a.
genetische und Umweltfaktoren. Den vielversprechendsten Therapieansatz stellt
allerdings, neben der Ernahrung, die Modulation des Immunsystems des Wirts
durch die Mikrobiota dar, da in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden
konnte, dass in Patienten mit CED eine Mikrobiotadysbiose vorliegt. Die
Diversitat der Mikrobiota im Darm von CED Patienten ist vermindert, wobei die
Anzahl der Firmicutes und Bacteroidetes, zu denen auch der Symbiont
Bacteroides vulgatus gehort, vermindert ist, wahrend die Anzahl der
Enterobacteriaceae und Proteobacteria, zu denen der Pathobiont E. coli gehort,

gesteigert ist.

In Versuchen an murinen dendritischen Zellen konnte des Weiteren gezeigt
werden, dass der Pathobiont E. coli uber Interaktion mit dem TLR4/MD2
Rezeptorkomplex dendritischer Zellen zu deren Maturation fuhrt. Dieser mature
Phanotyp induziert proinflammatorische Th1, Th2 und Th17 Zellen. Bei Kontakt
von Antigenen von B. wulgatus mit dem TLR4/MD2 Rezeptorkomplex
differenzieren immature DZ zu semi-maturen DZ. Diese kdnnen regulatorische
T-Zellen, die der UbermaRigen Entstehung von Inflammation entgegenwirken,
induzieren. So konnte gezeigt werden, dass E. coli bei Monokolonisation L2
defizienter Mause zur Entstehung von Colitis fuhrt. Gleichermal3en jedoch, dass
B. vulgatus in der Lage ist, diese Colitis zu verhindern. Dies unterstreicht das
Potential der Mikrobiota als Ansatzpunkt zur Behandlung von CED. Dafur ist es
allerdings essenziell, die molekularen Mechanismen zu verstehen, die an der

Beeinflussung des Immunsystems durch Kommensale beteiligt sind.
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Daher wurden in dieser Arbeit die Mechanismen untersucht, welche zur
Entstehung semi-maturer bzw. maturer DZ, bei Kontakt mit den Kommensalen
B. vulgatus (Symbiont) bzw. E. coli (Pathobiont) und der folgenden Immunantwort
beitragen. So ist beispielsweise bekannt, dass Cystatin C (CysC) abhangig von
der Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in der Zelle als Monomer
oder als Homodimer vorkommt. Bei Stimulation von DZ mit dem Pathobionten E.
coli mpk steigt die Konzentration von ROS innerhalb der Zelle, bei Stimulation
mit dem Symbionten B. vulgatus mpk sinkt sie jedoch. Je hoher die ROS
Konzentration ist desto wahrscheinlicher liegt CysC als Homodimer vor. Da bei
CysC Homodimeren dessen Bindungsdomane verdeckt ist, ist es in diesem
Zustand nicht in der Lage weitere Proteine zu binden. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass CysC an das Protein 14-3-3¢ bindet und CysC aul3erdem
an der Regulation der Proteinexpression von 14-3-3C beteiligt ist. 14-3-3 ist ein
Protein, das bekanntermalRen mit Proteinkinase C& (PKCd), Uber dessen
Zinkfingerdomane interagiert. Bei Bindung der beiden Proteine steigt die Aktivitat
von PKC5d. Dies konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, da bei Stimulation
von CD11c+ KGDZ aus Wildtypen mit E. coli mpk die Aktivitat von PKCd
gegenuber der der Negativkontrolle und der in Zellen nach Stimulation mit B.
vulgatus mpk, signifikant steigt. Bei Stimulation CysC defizienter CD11c+ KGDZ
mit E. coli mpk zeigte sich allerdings kein Anstieg der Aktivitat. Da sich zusatzlich
kein Unterschied in der Proteinkonzentration von PKC® nachweisen lies, muss
eine Regulation der PKCd Aktivitat uber CysC bestehen.

Dies bedeutet, dass bei Kontakt von CD11c+ KGDZ mit dem Pathobiont E. coli
die Konzentration von ROS innerhalb der Zelle steigt, was eine
Homodimerisierung von CysC zur Folge hat. Die Homodimerisierung von CysC
fuhrt dazu, dass 14-3-3C in der Zelle frei vorliegt und somit PKC aktivieren kann.
Die gesteigerte Aktivitat fihrt zur Induktion der INOS Synthese via NFkB und
schlussendlich zu einer Entziindungsreaktion (siehe Abb. 16 Signalweg a). Bei
Stimulation mit dem Symbionten B. vulgatus hingegen ist die ROS Konzentration
niedrig, weshalb CysC als Monomer vorliegt und an 14-3-3¢ bindet. Dies hat zur
Folge, dass PKC® nicht vermehrt aktiviert und somit keine Entztindungsreaktion

ausgeldst wird (siehe Abb. 16 Signalweg b). Da der Kontakt mit B. vulgatus zu
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einem semi-maturen Phanotyp dendritischer Zellen fuhrt, welche tolerogen
gegenuber weiteren Stimuli sind, kann auch bei nachfolgendem Kontakt mit
pathogenen Antigenen keine Entzindungsreaktion ausgelost werden. Eine
Inflammation ausgel6ost durch pathobiontische Kommensale wird also durch

Stimulation dendritischer Zellen mit B. vulgatus mpk verhindert.

O O
ab,. w2y 224 PKCo _
5 = — = ROSA™ OO 14.3-3¢
E. coli b . 0%
DZ ———~ ROS¥— 3 + PKCE—
b ox
\ -
/ / -
'
B. vulgatus
—8 -~ NFkBA —— iINOSA — NOA

—b_ . NFkBe —//- iNOS

Abbildung 16: Schematische Darstellung eines neuen Regulationsmechanismus via Cystatin C, 14-
3-3C und PKCd

Signalweg a: Bei Kontakt von E. coli mit dem TLR4/MD2 Komplex knochenmarksgereifter dendritischer
Zellen (DZ) entstehen erhohte Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) innerhalb der Zelle. Mit
steigender ROS Konzentration bildet Cystatin C (CysC) Homodimere, welche aufgrund ihrer blockierten
Bindungsdoméne kein 14-3-3C binden kdnnen. Freies 14-3-3C aktiviert Proteinkinase Cd (PKC®&) durch
Bindung an dessen Zinkfingerdomane. PKC®o induziert anschlieRend indirekt die Synthese von induzierbarer
Stickstoffsynthase (iNOS) Uber den Transkriptionsfaktor NFkB. iNOS produziert Stickstoffmonoxid (NO),

welches an der nachfolgenden Entziindungsreaktion beteiligt ist.

Signalweg b: Kontakt von B. vulgatus mit dem TLR4/MD2 Komplex von DZ fiihrt zu niedrigen ROS
Konzentrationen in der Zelle. Daher liegt CysC als Monomer vor und bindet freies 14-3-3. Dadurch kann
PKCd nicht mehr durch Bindung von 14-3-3C aktiviert werden, weshalb die Induktion der iINOS Produktion
via NFkB ausbleibt.
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In Zukunft sollte geklart werden, welchen Einfluss dieser neue, noch nicht
gezeigte Regulationsmechanismus tber CysC auf physiologische inflammator-
ische Reaktionen eines Organismus tatsachlich hat. In dieser Arbeit wurde dazu
die Konzentration der induzierbaren Stickstoffmonoxid Synthase gemessen,
allerdings konnten hier lediglich Veranderungen in DZ aus Wildtyp Mausen nach
Stimulation mit E. coli im Vergleich zur Negativkontrolle nachgewiesen werden,
jedoch nicht in Cst3 defizienten DZ. Trotzdem zeigen die Ergebnisse dieser
Arbeit deutlich das therapeutische Potential von B. vulgatus mpk als Modulator
der Proteine PKC, CysC und 14-3-3C in Bezug auf eine Therapie chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen. Der in dieser Arbeit gezeigte neue Regula-
tionsmechanismus der PKC® Aktivitat iber CysC und 14-3-3C verbessert das
Verstandnis uber Immunmodulation durch Kommensale und stellt vielleicht sogar
eine Mdglichkeit fur eine langfristig zufriedenstellende Therapieoption von CEDs
dar. Nicht zuletzt, da die Modulation Uber CysC, wie gezeigt werden konnte,
ebenfalls an der Regulation der ALDH Aktivitat und damit an der Induktion

regulatorischer T-Zellen beteiligt ist.

Der Symbiont kann somit die PKC® Aktivitat und die anschlielende
inflammatorische Reaktion in einem physiologischen Rahmen halten. B. vulgatus
mpk moduliert dabei das Immunsystem effektiv und kénnte somit auch im Fall
chronisch entzundlicher Darmerkrankungen die Homdostase im Darm erhalten

oder wiederherstellen.
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