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1 Einleitung

1.1 Die intestinale Mikrobiota

Wahrend lange Zeit in der Fachliteratur davon ausgegangen wurde, dass die Zahl
humaner Zellen von der Anzahl an den menschlichen Korper besiedelnden
bakteriellen Zellen um das Zehnfache Uubertroffen wird, legen neuere
Berechnungen nahe, dass lediglich ca. 1,3 Bakterien auf jede menschliche Zelle
kommen (Sender et al., 2016). Auch wenn der menschliche Organismus damit
zahlenmaRig nicht in einem so groRen Ausmal wie friher angenommen von den
mit ihm lebenden Mikroorganismen uberragt wird, wirken sich diese doch in teils
erheblichem Ausmal} auf die Funktionen des Korpers aus. In diesem
Zusammenhang wird die Gesamtheit der Mikroorganismen, die in oder auf dem
Menschen leben, als Mikrobiota bezeichnet, wahrend die Gesamtheit der
Genome dieser Mikroorganismen das Mikrobiom darstellt (Turnbaugh et al.,
2007).

Den mit Abstand Uberwiegenden Anteil an der humanen Mikrobiota stellen
Bakterien, wovon mit geschatzt 3,9 - 10'® Bakterien die grote Anzahl im Colon
zu finden ist (Sender et al., 2016). Die intestinale Mikrobiota eines Individuums
setzt sich dabei geschatzt aus mindestens 160 verschiedenen bakteriellen
Spezies zusammen (Qin et al., 2010), wobei die Angaben in der Literatur hierzu
teils uneinheitlich sind. Die genaue Zusammensetzung ist individuell, wobei
innerhalb einer Familie gewisse Ahnlichkeiten, auch bei raumlicher Trennung der
Familienmitglieder, beobachtet werden kénnen (Turnbaugh et al., 2009). Dabei
machen Spezies aus den Stdmmen der Bacteroidetes und Firmicutes den
Grol3teil der bakteriellen Mikrobiota aus (Eckburg et al., 2005; Turnbaugh et al.,
2007; Pickard et al., 2017), wahrend nur wenige Spezies beispielsweise aus den
Stdmmen der Actinobacteria, Fusobacteria oder Proteobacteria, zu denen auch

Escherichia coli zahlt, nachweisbar sind (Eckburg et al., 2005).

Generell mussen innerhalb der intestinalen Bakterien Pathobionten, die
prinzipiell als unschadliche Kommensale leben und nur unter bestimmten

Bedingungen wie veranderten Umwelteinflissen oder empfanglicher Genetik des
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Wirts Entziindungsreaktionen oder Krankheit auslosen, von Pathogenen, die nur
selten in Kontakt mit dem Wirtsorganismus stehen und bei Infektion zu Krankheit
fuhren kdnnen, unterschieden werden (Round & Mazmanian, 2009; Caruso et
al., 2020). Kommensale Mikroorganismen profitieren von der Beziehung zum
Wirt, ohne diesem explizit zu nutzen (Round & Mazmanian, 2009). Im Rahmen
einer Symbiose konnen Bestandteile der intestinalen Mikrobiota fir ihren Wirt in
vielerlei Hinsicht eine wichtige Rolle spielen. So bietet die intestinale Flora inrem
Wirt beispielsweise metabolische Vorteile im Rahmen der Nahrungsverwertung
oder schatzt ihn vor pathogener Besiedlung im Sinne einer
Kolonisierungsresistenz (Pickard et al., 2017). Auch ist die intestinale Mikrobiota
essentiell fur die Ausbildung einer adaquaten intestinalen Barriere im Colon und
damit wichtig fur die Aufrechterhaltung einer Homoostase zwischen
Mikroorganismen und Mensch im Gastrointestinaltrakt (Hayes et al., 2018). Auch
fur die adaquate Entwicklung und Funktion des Immunsystems spielt die
intestinale Mikrobiota eine entscheidende Rolle und kdnnte ebenso in der
Evolution des adaptiven Immunsystems maf3geblich beteiligt gewesen sein (El
Aidy et al., 2012; Lee & Mazmanian, 2010).

Mit Blick auf die wichtigen Funktionen, die die intestinale Flora fir ihren Wirt
Ubernimmt, scheint es nicht zu Uberraschen, dass diverse Erkrankungen mit
Veranderungen der intestinalen Mikrobiota, einer sogenannten Dysbiose (Ni et
al., 2017), assoziiert sind. So wurden beispielsweise metabolische Stérungen wie
Diabetes mellitus Typ 1 (Murri et al., 2013) und Typ 2 (Larsen et al., 2010) oder
Adipositas (Ridaura et al., 2013) mit intestinaler Dysbiose in Verbindung
gebracht. Sogar bei psychischen Stérungen wie Depression (Jiang et al., 2015)
oder Autismus-Spektrum-Stérungen (Adams et al., 2011) konnten Abweichungen
der intestinalen Mikrobiota der Patienten festgestellt werden. Interessanterweise
ist fur letztere die Moglichkeit beschrieben, im Mausmodell durch Gabe des
Symbionten Bacteroides fragilis bzw. bei padiatrischen Autismus-Patienten im
Rahmen einer Stuhltransplantation die intestinale Mikroflora positiv zu
beeinflussen und so eine Reduktion der Autismus-Symptomatik erreichen zu
kénnen (Hsiao et al., 2013; Kang et al., 2017). Auch der therapeutische Erfolg

der Stuhltransplantation bei rezidivierender Clostridioides difficile-Infektion (van
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Nood et al.,, 2013) zeigt, dass sich bestimmte Erkrankungen durch aktive,
gunstige Veranderung der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota positiv
beeinflussen lassen. Dies kann zwar fir eine kausale Beziehung zwischen
Erkrankungen und intestinaler Dysbiose sprechen, in den genannten Beispielen

war eine Kausalitat jedoch meist nicht abschlieBend bewiesen.

1.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Unter dem Sammelbegriff der chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
(CED, engl.: inflammatory bowel disease (IBD)) werden die beiden
Krankheitsbilder Morbus Crohn (Crohn’s disease (CD)) und Colitis ulcerosa
(Ulcerative colitis (UC)) zusammengefasst. Beide Erkrankungen sind
gekennzeichnet durch chronische, schubformig verlaufende Entzindungen im
Bereich des Gastrointestinaltraktes, unterscheiden sich jedoch hinsichtlich

klinischer Symptomatik und Lokalisation der Entziindung.

Die inflammatorischen Prozesse sind bei Colitis ulcerosa meist auf das Colon
beschrankt, bei wenigen Patienten kann auch das terminale lleum betroffen sein
(Backwash-lleitis). Typischerweise beginnt die Entziindung im Rektum und kann
sich von dort kontinuierlich bis Uber das gesamte Colon ausbreiten. Im
Gegensatz zu Morbus Crohn sind bei Colitis ulcerosa nicht alle Wandschichten
des Darms von der Entzindung betroffen. Klinisch prasentieren sich UC-
Patienten in Abh&ngigkeit von der Ausbreitung der Erkrankung mit blutiger
Diarrhoe, erhdhter Stuhlfrequenz oder abdominellen Schmerzen. Bei
schwererem Verlauf kénnen auch Fieber, Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust
oder eine Anadmie vorliegen. Ziel der Therapie der Colitis ulcerosa ist die
Induktion und Aufrechterhaltung von Remission zur Vermeidung von
Komplikationen oder chirurgischen Interventionen. Dies erfolgt in erster Linie
medikamentés durch stadiengerechte immunsuppressive Therapie mittels
5-Aminosalicylsdure-Derivaten,  Corticosteroiden  oder  Biologika  wie
Tumornekrosefaktor (TNF)-a-Inhibitoren oder Integrin-Blockern. Ineffektivitat der

medikamentdsen Therapie oder schwere Verlaufe kdnnen auch eine chirurgische
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Therapie bis hin zur Kolektomie notwendig machen. (Baumgart & Sandborn,
2007; Ungaro et al., 2017)

Im Gegensatz zur Colitis ulcerosa kdnnen bei Morbus Crohn alle Abschnitte des
Gastrointestinaltrakts, von oral bis anal, betroffen sein. Die Inflammation stellt
sich hierbei als transmurale Entzindung aller Wandschichten dar, wobei
inflammatorische Herde typischerweise diskontinuierlich angeordnet sind. Die
klinische Symptomatik der Patienten st stark abhé&ngig von der
Entzindungslokalisation. Charakteristische Symptome sind abdominelle
Schmerzen mit chronischer Diarrhoe und Gewichtsverlust. Da es bei Progression
der Erkrankung zur Bildung intestinaler Stenosen, Fisteln oder Abszesse
kommen kann, kbnnen auch damit assoziierte Symptome wie Fieber oder eine
gestorte Darmpassage auftreten und chirurgische Interventionen notwendig
werden. Zunéachst erfolgt die Therapie jedoch medikamentts mit dem Ziel, eine
Progression der Erkrankung zu verhindern. Dabei kommen stadienabhéngig
neben Corticosteroiden und Immunsuppressiva (z.B. Azathioprin, Methotrexat)
auch Integrin-Blocker oder TNF-a-Inhibitoren als Biologika zur Anwendung.
Sowohl bei Morbus Crohn als auch Colitis ulcerosa zeigen sich bei einem Teil
der Patienten extraintestinale Manifestationen der Erkrankungen (z.B. Uveitis,
Arthritis, Myokarditis). (Baumgart & Sandborn, 2007; Torres et al., 2017)

Die beschriebene Symptomatik kann sich deutlich auf das Leben von CED-
Patienten auswirken. So litten in Untersuchungen von CED-Patienten in
Deutschland 15 % an depressiven Symptomen, 21 % waren in ihrer Sexualitat
beeintrachtigt (Bokemeyer et al.,, 2013). Sowohl die mentale als auch die
physische Lebensqualitat scheint in CED-Patienten im Vergleich zu Gesunden
verringert zu sein (Knowles et al., 2018a). Hier scheint die Lebensqualitat vor
allem in aktiven Erkrankungsphasen eingeschrankt zu sein und konnte bei
Morbus Crohn starker beeintrachtigt sein als bei Colitis ulcerosa (Knowles et al.,
2018b). Auch besteht vor allem bei schwer betroffenen CED-Patienten ein
erhohtes Risiko fur die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms und daran zu
versterben (Beaugerie et al., 2013; Olén et al., 2020). Unglucklicherweise wird
trotz ausgepragtem Einsatz immunsuppressiver Therapie in Deutschland von

einem Drittel an CED-Patienten berichtet, die sich nicht in Remission befinden
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(Bokemeyer et al., 2013), sodass verbesserte Therapiemdglichkeiten fur diese

Krankheiten wiinschenswert waren.

Bei der Pathogenese von chronisch entztindlichen Darmerkrankungen scheint
das Zusammenspiel mehrerer Faktoren notwendig zu sein (Ananthakrishnan,
2015). Eine gewisse Rolle in der Entstehung von CED kommt sicherlich der
Genetik zu. So wurden im Laufe der Zeit eine Vielzahl von Gen-Loci, die mit
einem erhohten CED-Risiko assoziiert sind, identifiziert (Liu et al., 2015). Auch
eine Zwillingsstudie in Deutschland konnte einen gewissen, jedoch nicht
Uberwiegenden Einfluss genetischer Faktoren in der CED-Pathogenese
beobachten, der bei Morbus Crohn starker ausgepragt zu sein schien als bei
Colitis ulcerosa (Spehlmann et al., 2008). Fiur eine bedeutendere Rolle von
Umweltfaktoren im Vergleich zur Genetik spricht die Beobachtung, dass Kinder
von Immigranten aus Landern mit niedrigem CED-Risiko im Gegensatz zu ihren
Eltern ein mit der Bevoélkerung des neuen Heimatlandes vergleichbares, héheres
CED-Entstehungsrisiko aufweisen konnen (Benchimol et al., 2015). Als Umwelt-
Risikofaktoren  fir die Entstehung von chronisch  entzindlichen
Darmerkrankungen sind beispielsweise der Konsum grol3er Mengen an
Saccharose oder regelmafiger Verzehr von Fastfood vorbeschrieben, wahrend
eine ballaststoffreiche Diat als protektiv angesehen werden kann (Persson et al.,
1992). Wahrend Stress bzw. stressreiche Lebensereignisse keine Risikofaktoren
fur die CED-Entstehung darzustellen scheinen (Lerebours et al., 2007), ist
Rauchen als Risikofaktor fur die Entstehung von Morbus Crohn nachgewiesen
worden (Mahid et al., 2006). Interessanterweise scheint sich aktuelles Rauchen
zwar protektiv auf das Risiko, Colitis ulcerosa zu entwickeln, auszuwirken,
Nikotinabusus in der Vergangenheit jedoch ist mit einem erhéhten Risiko fir die

Entwicklung einer Colitis ulcerosa verbunden (Mahid et al., 2006).

Neben den bereits angesprochenen Erkrankungen (s. Kapitel 1.1) sind auch
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa mit einer Dysbiose der intestinalen Mikrobiota
assoziiert, die sich zum einen durch eine Verminderung der Spezies-Diversitét
auszeichnet (Frank et al.,, 2007; Lepage et al., 2011; Gevers et al., 2014,
Halfvarson et al., 2017). Auch die Zusammensetzung der Mikrobiota von

CED-Patienten scheint verédndert zu sein. So wurde beispielsweise Uber
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geringere Anteile an Bakterien aus den Stdmmen der Bacteroidetes und
Firmicutes und erhdhte Zahlen von Mitgliedern der Proteobacteria oder
Actinobacteria in der CED-Mikrobiota berichtet (Frank et al., 2007; Lepage et al.,
2011; Gevers et al., 2014). Fur eine wichtige Rolle der intestinalen Mikrobiota in
der CED-Entstehung bzw. -Aufrechterhaltung spricht beispielsweise die
Beobachtung, dass die Kolonisation von Mausen mit humaner CED-Mikrobiota
zu einer Verstarkung einer experimentell induzierten Colitis fuhrt (Britton et al.,
2019). Auch die Mdglichkeit einer Verbesserung der klinischen Symptomatik
durch Gabe von Breitspektrum-Antibiotika (Wang et al., 2012) oder durch
gunstige Beeinflussung der intestinalen Dysbiose mittels Stuhltransplantation bei
Colitis ulcerosa-Patienten (Paramsothy et al., 2017) konnen Hinweise auf eine
entscheidende Rolle der Mikrobiota im Rahmen der CED-Pathogenese geben.
Dennoch liegt ein eindeutiger Beweis flir eine kausale Rolle der intestinalen
Dysbiose in der Entstehung von CED bisher nicht vor, was weitere Forschung

auf diesem Gebiet notwendig macht (Caruso et al., 2020).

Colitis ulcerosa und Morbus Crohn sind weltweit vorkommende Krankheiten,
wobei Inzidenz und Pravalenz von Region zu Region unterschiedlich sind.
Waéhrend sich die CED-Inzidenzen in der westlichen Welt in den letzten Jahren
stabilisierten, steigen sie in Schwellenlandern in Afrika, Asien und Stdamerika
mit zunehmender Industrialisierung und Anpassung an den westlichen Lebensstil
an, sodass weltweit mit einer zunehmenden Belastung durch CED gerechnet
werden kann. Die CED-Pravalenz ist mit Gber 0,3 % in westlichen Landern
hoch. (Ng et al.,, 2018) Auch fur Deutschland wurde in zurlckliegenden
Untersuchungen eine hohe Pravalenz von chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen festgestellt (Hein et al., 2014). Aufgrund der teils hohen
Therapiekosten stellen CED daher auch eine deutliche 6konomische Belastung
fur das Gesundheitssystem dar (Prenzler et al., 2011; Bokemeyer et al., 2013).
Auch mit Blick auf die teils erheblich beeintrachtigte Lebensqualitdt von
CED-Patienten scheint im Kontext einer steigenden globalen und bereits hohen
lokalen individuellen und gesamtgesellschaftlichen Belastung durch chronisch
entzindliche Darmerkrankungen weitere Forschung zu Pathomechanismen der

intestinalen Inflammation von bedeutender Relevanz zu sein.
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1.3 Das intestinale Immunsystem

Wie bereits angesprochen wird der menschliche Darm von einer Vielzahl von
Mikroorganismen besiedelt. Gegeniber der groRen Masse an Fremd-Antigenen
aus intestinaler Mikrobiota und Nahrungsbestandteilen, mit denen der
menschliche Korper somit standig konfrontiert ist, muss das intestinale
Immunsystem tolerant reagieren, um eine andauernde, Uberschiel3ende
Immunreaktion zu vermeiden. Gleichzeitig missen Infektionen mit pathogenen
Mikroorganismen jedoch schnell erkannt und effektiv bek&mpft werden, um den
Korper ausreichend vor Krankheit zu schiitzen. Dem intestinalen Immunsystem
kommt mit der Aufrechterhaltung dieses Gleichgewichts eine schwierige und

gleichzeitig auRRerst wichtige Aufgabe zu. (Caruso et al., 2020)

Besonders wichtig fur die adaquate Funktion der intestinalen Immunabwehr ist
die Integritat der intestinalen Barriere gegentber dem Darm-Lumen. Hier bildet
das Epithel aus fest miteinander verbundenen Enterozyten eine physikalische
Barriere (Bernardo et al., 2018). Der von epithelialen Becherzellen sezernierte
Mucus tragt ebenfalls zur raumlichen Trennung von Antigen-reichem Lumen und
intestinalem Immunsystem bei, kann tGber bestimmte Bestandteile wie das Mucin
MUC?2 jedoch auch aktiv Einfluss auf intestinale Immunzellen nehmen und
Toleranz fordern (Shan et al., 2013).

Direkt unterhalb des Epithels, in der Lamina propria, sind dendritische Zellen
(DCs) als wichtige Elemente der angeborenen Immunabwehr lokalisiert. Erst bei
Stimulation des Immunsystems, z.B. durch Pathogene, werden sie in groéRerem
Ausmald aus der Lamina propria in die Epithelschicht rekrutiert und strecken hier
Zellfortsatze zwischen den Enterozyten in das Lumen aus, um potentielle
Pathogene durch Phagozytose aufzunehmen. (Farache et al., 2013) Die so
aufgenommenen Antigene werden von den dendritischen Zellen in ihrer Funktion
als professionell Antigen-prasentierende Zellen (APCs) prozessiert und
schlief3lich mithilfe von major histocompatibility complex (MHC)-II-Proteinen auf
ihrer Oberflache prasentiert. Nach Migration in sekundare lymphatische Organe
wie Milz oder Lymphknoten erfolgt die Prasentation der Antigenfragmente

gegenuber naiven CD4* T-Zellen (TCs), deren konsekutive Aktivierung zu
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weiteren, spezifischen Immunreaktionen fihrt. Wahrend ruhende, immature DCs
nur schwache Aktivatoren von T-Zellen sind, zeichnen sich mature dendritische
Zellen durch eine erhohte Oberflachenexpression von MHC-II und
costimulatorischen Proteinen wie CD40, CD80 und CD86 aus und kdnnen
dadurch effektiv T-Zellen stimulieren. (Banchereau & Steinman, 1998) Bestimmte
Stimuli wie der intestinale Kommensale Bacteroides vulgatus mpk oder
niedrigdosiertes Lipopolysaccharid (LPS) koénnen zur Differenzierung von
semimaturen DCs fuhren, die keine proinflammatorischen Reaktionen
hervorrufen und auch bei weiterer antigener Stimulation nicht maturieren (Steimle
& Frick, 2016). Tatsachlich kommt dendritischen Zellen durch tolerogene
Prasentation korpereigener und harmloser kommensaler Antigene so auch eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Homdostase zu, was beispielsweise
durch das spontane Auftreten von schwerer Autoimmunitét in DC-defizienten
Mausen veranschaulicht wurde (Banchereau & Steinman, 1998; Ohnmacht et al.,
2009).

Mit Blick auf die wichtige Funktion, die dendritische Zellen in der Steuerung von
Immunreaktionen haben, scheint es nachvollziehbar zu sein, dass im Rahmen
von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen verédnderte DC-Eigenschaften
beobachtet werden konnten. So konnten im Darm von CED-Patienten erhéhte
Zahlen maturer DCs verbunden mit gesteigerter Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen nachgewiesen werden (Middel et al., 2006;
Baumgart et al., 2009; Baumgart et al., 2011). Wahrend fir CD103* DCs im Colon
gesunder Menschen eine tolerogene Funktion durch Induktion der
Treg-Differenzierung festgestellt werden konnte, hatte diese DC-Gruppe bei
Colitis ulcerosa-Patienten bei gesteigerter Expression proinflammatorischer
Zytokine und Induktion von Tul-, Tu2- und Twl7-Zellen ihre tolerogenen
Eigenschaften verloren (Matsuno et al., 2017). Diese Daten geben Hinweise
darauf, dass dendritische Zellen eine wichtige Rolle in der CED-Pathogenese
einnehmen koénnten und lassen weitere Untersuchungen in diesem Bereich

sinnvoll erscheinen.

Um im Rahmen ihrer Funktion als APCs Antigene phagozytieren zu kdnnen,

bedienen sich dendritische Zellen unterschiedlicher sogenannter pattern
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recognition receptors (PRRs), die bestimmte, mit pathogenen Mikroorganismen
assoziierte Muster, sogenannte pathogen associated molecular patterns
(PAMPs), erkennen. Zu diesen PRRs gehoren die Toll-like Rezeptoren
(TLRs). (Akira et al., 2006) Da diese nicht nur in der Induktion von
Immunreaktionen  gegenidber Pathogenen, sondern auch in der
Aufrechterhaltung der intestinalen Homdoostase Uber Interaktion mit
kommensalen Mikroorganismen eine wichtige Rolle einnehmen (Rakoff-Nahoum
et al., 2004), werden die von ihnen erkannten Strukturen auch neutral als microbe
associated molecular patterns (MAMPSs) bezeichnet. TLRs kommen auf vielen
unterschiedlichen Zelltypen wie DCs, Makrophagen, B-Zellen, bestimmten
T-Zellen, Fibroblasten oder Epithelzellen vor (Akira et al., 2006). In Menschen
konnten zehn verschiedene TLRs nachgewiesen werden, in Mausen sogar zwolf,
wobei TLR1-9 zwischen Mensch und Maus konserviert sind (Kawai & Akira,
2010). Toll-like Rezeptoren sind teils intrazellular, teils auf der Zelloberflache
lokalisiert und erkennen jeweils eigene Liganden-Gruppen viralen, bakteriellen,
mykotischen oder parasitdren Ursprungs, beispielsweise bindet TLR4
bakterielles LPS und TLR3 virale dsRNA (Akira et al., 2006; Fitzgerald & Kagan,
2020). Nach Erkennung und Bindung des jeweiligen MAMPs kommt es Uber
Rekrutierung intrazellularer Adapterproteine zur Induktion von Signalkaskaden,
die schlussendlich beispielsweise zur gesteigerten Produktion
proinflammatorischer Zytokine als Teil der Immunreaktion fuhren (Akira et al.,
2006). Da auch fur Toll-like Rezeptoren bei CED-Patienten veranderte
Expressionsmuster auf dendritischen Zellen beobachtet wurden (Hart et al.,
2005), sollten auch diese PRRs bei Forschungen beziglich der

CED-Pathogenese im Blick behalten werden.

Als Vermittler zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem aktivieren
PRR-abhéngig aktivierte DCs naive CD4* T-Zellen Uber Interaktion zwischen
MHC-I1I-Antigen-Komplex, costimulatorischen Oberflachenmolekilen und T-Zell-
Rezeptor (TCR). Abhangig von TCR-Signal und von den DCs sezernierten
Zytokinen differenzieren die aktivierten TCs in unterschiedliche Tu-Zell-
Subgruppen. Diese ubernehmen wichtige Funktionen in der Steuerung von

Immunreaktionen gegen spezifische Erreger, beispielsweise tber Aktivierung der
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B-Zell-vermittelten  Antikorper-Produktion, Stimulation der Aktivitat von
Makrophagen oder Rekrutierung von Granulozyten an pathogene Eintrittspforten,
wobei von den TCs sezernierten Zytokinen und Chemokinen eine bedeutsame
Rolle zukommt. (Zhu & Paul, 2008; Zhu, 2018)

Im Kontext von CED besonders erwahnenswert sind Tul7-Zellen, die eine
wichtige Rolle im Schutz des Organismus vor bakteriellen und mykotischen
Infektionen spielen (Zhu, 2018). So wirken sich Tnl7-Zellen und das fur sie
charakteristische Zytokin IL-17 protektiv gegentuber oraler mukosaler Candidose
aus (Conti et al., 2009) und angeborene Defekte des Th1l7-Systems kdnnen mit
der Entwicklung einer chronischen mukokutanen Candidose assoziiert sein
(Okada et al., 2016). Auch kann die Induktion von Th17-Zellen in Mausen durch
kommensale segmented filamentous bacteria (SFB) zu besserem Schutz vor
intestinaler Infektion mit dem Pathogen Citrobacter rodentium fihren (lvanov et
al., 2009). Auf der anderen Seite konnten Erhéhungen an Tul7-Zellen oder von
IL-17 in der entzindeten intestinalen Mukosa von CD- und UC-Patienten in
mehreren Studien nachgewiesen werden (Annunziato et al., 2007; Kleinschek et
al., 2009; Veny et al.,, 2010), was fur eine potentielle Rolle dieser Tr-Zell-
Subgruppe in der CED-Pathogenese sprechen konnte (Liu et al., 2009; Owaga
et al., 2015). Dass IL-17-defiziente Mause mildere Verlaufe von experimenteller
Dextran-Natriumsulfat-induzierter Colitis (DSS-Colitis) erleben (Ito et al., 2008)
und die Kolonisation von Mausen mit humaner CED-Mikrobiota zu einer
Verschlimmerung der experimentellen Colitis, assoziiert mit erhéhten Zahlen an
Tu2- und Twl7-Zellen, fuhrt (Britton et al., 2019), kann diese Hypothese
unterstutzen. Park et al. konnten in Mausen durch probiotische Behandlung mit
Lactobacillus acidophilus, die in erhéhten Treg- und verminderten Tnl7-Zahlen
resultierte, den Verlauf einer DSS-Colitis positiv beeinflussen, was auf eine
wichtige Rolle des Gleichgewichts zwischen diesen beiden Zell-Gruppen in der
CED-Pathogenese hinweisen konnte (Park et al., 2018). Trotz der genannten
Beobachtungen erwies sich die Behandlung von Morbus Crohn-Patienten mit
anti-IL-17-Antikbrpern nicht nur als ineffektiv, sondern war auch mit
unerwinschten Nebenwirkungen verbunden (Hueber et al., 2012). Ustekinumab,

ein  monoklonaler Antikérper gegen die p40-Untereinheit der mit Twhl7

10



Einleitung

assoziierten Zytokine IL-12 und IL-23, wird hingegen erfolgreich in der
Behandlung von Morbus Crohn-Patienten eingesetzt (Feagan et al., 2016).
Zusammenfassend scheinen damit bezlglich der Rolle von Twul7-Zellen in
chronisch entzundlichen Darmerkrankungen viele Fragen ungeklart und weitere
Untersuchungen notwendig zu sein. Als wichtige Elemente des Immunsystems
und gleichzeitig potentiell Beteiligte in der Entstehung chronischer Inflammation
scheinen TH17-Zellen eine ambivalente Funktion auszulben. (Stockinger &
Omenetti, 2017)

1.4 Die Proteine MCPIP1 und 1kBC

Monocyte chemotactic protein-induced protein 1 (MCPIP1, Regnhase-1,
ZC3H12A) ist ein Zinkfinger-Protein, das zur Gruppe der RNA-bindenden
Proteine, zu der beispielsweise auch die Proteine Tristetraprolin und Roquin-1
gehoren, gezahlt wird (Fu & Blackshear, 2017). Seine Funktion Gbt MCPIP1
mithilfe seiner RNase-Aktivitat als Endonuklease aus (Matsushita et al., 2009).
Als intrazellular, am rauen Endoplasmatischen Retikulum lokalisiertes Protein
bindet MCPIP1 seine Ziel-RNAs Uber eine Haarnadelstruktur (stem-loop) in
deren 3‘-untranslatierter Region, wobei nur translational aktive mRNAs abgebaut
werden (Mino et al., 2015).

Die Expression von MCPIP1 wird beispielsweise in Makrophagen durch
Stimulation mit bakteriellem LPS induziert. Da die LPS-induzierte Aktivierung der
Makrophagen durch das gleichzeitig induzierte MCPIP1 reduziert wird, kann
MCPIP1 auch als Feedback-Inhibitor der Makrophagen-Aktivitat nach bakterieller
Stimulation gesehen werden. (Liang et al., 2008) Generell wird MCPIP1 eine
wichtige Rolle als Regulator von Immunreaktionen zugeschrieben. So bilden
MCPIP1-defiziente Mause Autoantikorper, weisen neben einer
Wachstumsretardierung eine Splenomegalie und Lymphadenopathie auf und
sterben in der Regel innerhalb weniger Wochen (Matsushita et al., 2009).
Verbunden ist die in MCPIP1-defizienten Mausen beobachtete generalisierte

Inflammation mit einer erhéhten Expression proinflammatorischer Zytokine in
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Makrophagen, was eine regulatorische Funktion von MCPIP1 in diesen Zellen
unterstreicht (Liang et al., 2010). Als molekulare Zielstrukturen der Endonuklease
MCPIP1 konnten mRNAs proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 oder IL-12
identifiziert werden (Matsushita et al., 2009; Mino et al., 2015).

Eine regulatorische Funktion konnte fiur MCPIP1 auch in T-Zellen beobachtet
werden. Hier scheint die konstitutive Expression von MCPIP1 eine standige
Aktivierung der T-Zellen zu verhindern. Die Entwicklung schwerer
Autoimmunerkrankungen in Mausen mit TC-spezifischer MCPIP1-Defizienz
unterstreicht diese Funktion und verdeutlicht die Relevanz von MCPIP1 als
Immunregulator. Um adaquate TC-abhangige Immunreaktionen zu ermoglichen,
kommt es in T-Zellen nach TCR-Aktivierung zur Erhéhung der Aktivitat von
mucosa associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1 (MALT1),
einer Protease, die MCPIP1 spaltet und dadurch proinflammatorische Signale,

die zur gewiinschten Immunaktivierung fuhren, freigibt. (Uehata et al., 2013)

Auch im Zusammenhang mit der Tul7-Differenzierung scheint MCPIP1 eine
Funktion einzunehmen. Knockout-Modelle zeigten, dass MCPIP1 in Kooperation
mit dem RNA-bindenden Protein Roquin-1 die Entwicklung in Th17-Richtung und
die Produktion von IL-17 hemmt. Auch in diesem Zusammenhang kann, in
Abhangigkeit von der Starke des TCR-Signals, die Th17-Differenzierung durch
MALT1-vermittelte  Spaltung von Roquin-1 und MCPIP1 induziert
werden. (Jeltsch et al., 2014) Einen weiteren Hinweis auf den Tn17-
supprimierenden Effekt von MCPIP1 konnten Garg et al. in Versuchen mit
MCPIP1-haploinsuffizienten Mausen (Zc3hl2a*), bei denen die IL-17-
vermittelte Protektion gegeniiber Candida albicans-Infektionen, aber auch IL-17-
assoziierte Pathologien wie pulmonale Inflammation und experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) verstarkt ausgepréagt waren, entdecken.
Auch konnte die mRNA des IL-17-Rezeptors als Zielstruktur von MCPIP1
identifiziert werden. (Garg et al., 2015)

Das Protein NF-kB-Inhibitor zeta (IkB, MAIL, NFKBIZ) gehort zur Familie der
atypischen, nuklearen inhibitor of NF-xB-Proteine (IkB), die eine wichtige

Funktion in der Regulation des nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
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activated B cells (NF-«B), der als Transkriptionsfaktor eine entscheidende Rolle
unter anderem in der Steuerung von Immunreaktionen spielt (Zhang et al., 2017),
ausuben (Annemann et al., 2016). kB vermittelt zun&chst eine regulierende
Wirkung, indem es mit der p50-Untereinheit von NF-kB assoziiert und dadurch
die DNA-Bindung von NF-«kB verhindert (Yamazaki et al., 2001; Motoyama et al.,
2005). Gleichzeitig kann IkB{ nach Assoziation mit der p50-Untereinheit selbst
an bestimmte Ziel-Gene binden und so eine selektive transkriptionssteigernde

Wirkung, zum Beispiel fur IL-6, entfalten (Yamamoto et al., 2004).

In unterschiedlichen Geweben ist IkB{ in ruhenden Zellen meist unterhalb der
Nachweisgrenze exprimiert, wird aber nach immunogener Stimulation mit
beispielsweise LPS ausgepragt induziert (Kitamura et al., 2000; Yamazaki et al.,
2001). Die intrazellulare Induktion von 1kB( erfolgt neben LPS Uber diverse
andere TLR-Liganden oder den IL-1-Rezeptor-Pathway, nicht aber tber den
TNF-Signalweg (Yamamoto et al., 2004). TNF-a fuhrt zwar zur Aktivierung von
NF-xB, stabilisiert die IkB{-mRNA jedoch nicht, was zusatzlich zur NF-«xB-

Aktivierung fur die Induktion von 1kB¢ notwendig ware (Yamamoto et al., 2004).

Studien mit IkB{-defizienten Mausen zeigen, dass das Protein eine bedeutsame
Rolle fur den Organismus zu spielen scheint. So sterben 90 % der
IkBC-Knockout-Méause bereits in utero und die Ubrigen entwickeln bereits kurz
nach der Geburt spontane Autoimmunitat mit Hautlasionen &hnlich einer
atopischen Dermatitis (Yamamoto et al., 2004; Shiina et al., 2004). Gleichzeitig
wurde fir IkB(l-defiziente Mause eine erhohte Resistenz gegenuber
experimentell induzierter Enzephalomyelitis beschrieben, einer mit Thl7-Zellen
assoziierten Pathologie. Tats&chlich konnte in den IxB{-Knockout-Mausen ein
Defekt in der Tul7-Differenzierung beobachtet werden, der der EAE-Protektion
zugrunde zu liegen scheint. Wahrend kein Effekt von 1«B( in der Entwicklung von
Treg-Zellen nachgewiesen werden konnte, scheint die Kooperation von IxB¢ und
dem Tul7-charakteristischen Transkriptionsfaktor RORyt essentiell fur die
Differenzierung von Tul7-Zellen zu sein. (Okamoto et al, 2010)
Interessanterweise konnte eine Behandlung mit Dimethylitaconat durch Inhibition

der Induktion von IxB( in einem Maus-Modell fiir die ebenfalls Thl7-assoziierte
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Erkrankung Psoriasis die Entwicklung der typischen Hautldsionen verhindern,
was eine pathologische Rolle von I1kBC in der Pathogenese Twl7-assoziierter
Krankheiten unterstreicht und eventuelle therapeutische Optionen beziglich

dieses Proteins aufzeigt (Bambouskova et al., 2018).

Mit Blick auf die genannten IkB{-assoziierten Pathologien scheint eine strenge
Kontrolle der IkB{-Expression mit dem Ziel, eine zu geringe oder zu starke
Aktivitat zu vermeiden, von groBer Bedeutung zu sein. In der
Tul7-Differenzierung konnte diesbeziglich eine Interaktion zwischen den beiden
vorgestellten Proteinen 1kB{ und MCPIP1 beobachtet werden. So geht die
gesteigerte TH17-Differenzierung von T-Zellen bei MALT1-vermittelter Spaltung
von MCPIP1 mit einer erhdhten IkB{-Expression einher (Jeltsch et al., 2014).
Tatsachlich wird die mRNA von IkB( als Zielstruktur der Endonuklease MCPIP1
abgebaut, was unter anderem zur Funktion von MCPIP1 als Feedback-Inhibitor
des Tul7/IL-17-Signalwegs beitragt (Garg et al., 2015).

Nicht nur aufgrund ihrer Rolle beziglich der Differenzierung und Funktion von
Tul7-Zellen konnten kB und MCPIP1 in der Pathogenese chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen beteiligt sein. Neue Arbeiten konnten im
intestinalen Epithel von Colitis ulcerosa-Patienten geh&duft somatische
Mutationen des fir IkB{ codierenden NFKBIZ-Gens, aber auch des Gens
ZC3H12A, das fur MCPIP1 codiert, nachweisen, was eine mogliche Funktion der
beiden Proteine in der CED-Pathogenese unterstreichen kénnte (Kakiuchi et al.,
2020; Nanki et al., 2020). Mit Blick auf die angesprochene, therapeutisch
vielversprechende Mdglichkeit der I«BZ-Inhibition bei Psoriasis im Maus-Modell
(Bambouskova et al., 2018) kénnte auch weitere Forschung beziglich 1kB und
MCPIP1 in der Entstehung und Aufrechterhaltung chronisch entzindlicher

Darmerkrankungen neue Therapie-Ansétze hervorbringen.
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1.5 Wissenschaftliche Fragestellungen

Wie bereits erlautert, konnen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa als chronische,
teils schwer verlaufende Krankheiten mit zum Teil erheblicher Symptomatik fir
die betroffenen Patienten eine grol3e Beeintrachtigung darstellen und mit einem
nachhaltigen Verlust an Lebensqualitat einhergehen. Als globale Erkrankungen
mit steigenden Fallzahlen in vielen Regionen der Welt, stellen sie nicht nur fur
die Gesellschaft in Deutschland eine erhebliche sozio6konomische Belastung
dar. Bei noch nicht vollstandig verstandenen Entstehungsmechanismen der
Krankheiten ist die weiterfihrende Forschung im Bereich der CED-Pathogenese
ein wichtiger Schritt, um die gesellschaftlichen Beeintrachtigungen und vor allem
das Leiden der einzelnen Patienten mithilfe mdglicher neuer Préaventions- und

Therapieansatze verringern zu kdnnen.

Die vorausgehend zitierten Arbeiten konnten zeigen, dass die intestinale
Mikrobiota wichtige Funktionen fur den menschlichen Korper erfillt und sich im
Rahmen von Erkrankungen sowohl positiv als auch negativ auswirken kann.
Auch in der Pathogenese von CED scheint intestinaler Mikrobiota und
intestinalem Immunsystem eine bedeutsame Rolle zuzukommen. Eine
besondere Position konnte hierbei die Gruppe der Tul7-Zellen einnehmen. Als
Vermittler zwischen Mikrobiota und adaptivem Immunsystem im Darm kénnten
dendritische Zellen bei der mikrobiellen Beeinflussung von Immunreaktionen von
zentraler Bedeutung sein. Nachdem IxB{ und MCPIP1 als Regulatoren der
Tul7-Differenzierung in T-Zellen identifiziert und Mutationen der fur diese
Proteine codierenden Gene in Colitis ulcerosa-Patienten nachgewiesen wurden,
stellte sich die Frage, welche Funktion IxB{ und MCPIPL1 in dendritischen Zellen
einnehmen und ob sich eine differentielle mikrobielle Umwelt unterschiedlich auf

ihre Expression und die damit verbundene DC-Funktion auswirkt.

Im Rahmen dieser Studie sollten die Bakterien Bacteroides vulgatus mpk und
Escherichia coli mpk als Modell-Kkommensale stellvertretend flr symbiontische
bzw. pathobiontische intestinale Organismen verwendet werden. Nachdem
zurtickliegende Untersuchungen der Arbeitsgruppe eine colitogene Wirkung von

E. colimpk bzw. protektive Effekte von B. vulgatus mpk in verschiedenen
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murinen Colitis-Modellen aufdeckten (Waidmann et al., 2003; Steimle et al.,
2019) und diese mit differentieller Aktivierung dendritischer Zellen durch die
beiden Modellorganismen in Verbindung gebracht wurden (Muller et al., 2008),
sollte in dieser Arbeit der Einfluss symbiontischer und pathobiontischer Bakterien
auf die IkBC- und MCPIP1-Expression in dendritischen Zellen, die damit
verbundenen funktionellen Veranderungen und Auswirkungen auf weitere Zellen
des intestinalen Immunsystems untersucht werden. Konkret lagen der Studie die

folgenden wissenschatftlichen Fragestellungen zugrunde:

1. Welchen Einfluss haben B. vulgatus mpk und E. coli mpk auf die MCPIP1-

und IkBC-Expression in dendritischen Zellen?

2. Wie wirken sich unterschiedlich zusammengesetzte intestinale Mikrobiota auf

die MCPIP1- und IxBC-Expression in dendritischen Zellen aus?

3. Uber welche Signalwege beeinflussen B. vulgatus mpk und E. coli mpk die
Aktivitat dendritischer Zellen?

4. Welchen Einfluss haben unterschiedlich bakteriell stimulierte dendritische
Zellen auf die Aktivitat anderer, immaturer DCs und die Differenzierung naiver

T-Zellen?

5. Welchen Einfluss haben B. vulgatus mpk und E. coli mpk auf die MCPIP1-

und IkBC-Expression in intestinalen Epithelzellen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Mause

Fur die Isolation von Knochenmark zur Generierung von bone marrow derived
dendritic cells (BMDCs) wurden C57BL/6-M&ause von Charles River Laboratories
und TIr27-, Tlr4"- und TIr2/-xTIr4’--Mause aus eigener Zucht verwendet. Es
wurden Uberwiegend weibliche Mause im Alter zwischen ca. zwei und sechs
Monaten eingesetzt. Die Isolation naiver T-Zellen erfolgte aus mannlichen und
weiblichen C57BL/6-Mausen im Alter von ca. vier Monaten. Alle Mause wurden
unter Standardbedingungen in einer Specific-Pathogen-Free (SPF)-Flora in
individuell ventilierten Kafigen (TLR-Knockout-Mause) bzw. in offener Haltung
(Wildtyp-Mause) gehalten. Die Verwendung der Mause fir die Isolation von
Knochenmark und naiven T-Zellen wurde im Rahmen von Mitteilungen nach
8 4 Abs. 3 TierSchG vom 09.01.2015 (TLR-Knockout-Mause) bzw. 14.06.2017
(Wildtyp-Mause) durch das Regierungsprasidium Tibingen genehmigt.

2.1.2 Bakterien

Als Modellorganismen fur symbiontische bzw. pathobiontische Bakterien wurden
Bacteroides vulgatus mpk bzw. Escherichia coli mpk verwendet. Beide Bakterien
wurden urspriinglich aus dem Darm von IL-27-Mausen, die unter
SPF-Bedingungen gehalten wurden und eine Colitis entwickelten,
isoliert (Waidmann et al., 2003).

2.1.3 Zelllinien

Fur die Zellkultur-Versuche mit Epithelzellen wurden murine intestinale

Epithelzellen der Zelllinie mICc2 verwendet (Bens et al., 1996).
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2.1.4 Geréate, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Tab. 1: Gerate
Geratebezeichnung
BioPhotometer
Durchflusszytometer LSRFortessa
ELISA-Reader Infinite F50
ELISA-Washer Columbus plus
LightCycler 480
Nanodrop One
QuadroMACS-Magnet

Tab. 2: Verbrauchsmaterialien
Produktbezeichnung
12-Well-Platte Cellstar, oberflachenbehandelt
6-Well-Platte Cellstar, oberflachenbehandelt
96 Well-Platte, V-Boden, unsteril (FACS)
96-Well-Platte Nunc MaxiSorp (ELISA)
96-Well-Platte, Nunclon Delta-treated
Acrodisc Syringe Filter, 0,2 um
Kanule Microlance, 27 G
Kultur-Réhrchen, 5 ml
LightCycler 480 Multiwell Plate 96
LS Columns (MACS)
Photometer-Kuvette
Reaktionsgefal? Safe-Lock Tube, 1,5 ml
Reaktionsgefald Safe-Lock Tube, 2 mi
Spritze 10 ml, steril
Spritze 20 ml, steril
Zellfilter EASYstrainer, 100 um
Zellkultur-Flasche Cellstar, 250 ml
Zellkultur-Petri-Schale
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Hersteller
Eppendorf

BD

Tecan

Tecan

Roche
Thermo Fisher

Miltenyi Biotec

Hersteller
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Pall

BD

Falcon (Fisher Scientific)

Roche

Miltenyi Biotec
Sarstedt
Eppendorf
Eppendorf

B. Braun

B. Braun
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One
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Zellkultur-Platte 12-Well, steril
Zellkultur-Platte 24-Well, steril
Zellkultur-Platte 6-Well, steril
Zellschaber, steril
Zentrifugenrohrchen 15 ml, steril

Zentrifugenrohrchen 50 ml, steril

Tab. 3: Chemikalien

Produktbezeichnung

3,3',5-Triiodo-L-Thyronin-Natrium-Salz (T3)

Advanced DMEM/F-12
Ampuwa

Aqua ad iniectabilia
Cytofix/Cytoperm

Dexamethason, wasserloslich

DPBS (Dulbecco’s Phosphate

Saline)
EGF (Maus)

ELISA TMB Substrate Reagent Set

Ethanol absolut
FBS (Fetal Bovine Serum)
Fc-Block

Falcon (Fisher Scientific)
Falcon (Fisher Scientific)
Falcon (Fisher Scientific)
Corning (Fisher Scientific)
Greiner Bio-One

Falcon (Fisher Scientific)

Hersteller
Sigma-Aldrich

Gibco (Thermo Fisher)
Fresenius Kabi

B. Braun

BD

Sigma-Aldrich

Gibco (Thermo Fisher)

Sigma-Aldrich

BD

PanReac AppliChem
Gibco (Thermo Fisher)

eigene Herstellung

FVD (Fixable Viability Dye) eFluor 450
FVD (Fixable Viability Dye) eFluor 780

eBioscience (Thermo Fisher)

eBioscience (Thermo Fisher)

GM-CSF eigene Herstellung
GolgiStop Protein-Transport-Inhibitor BD

HEPES-Puffer (1 M) Biochrom
Insulin-Transferrin-Selen (ITS-G) (100x) Gibco (Thermo Fisher)
LAC (Leucocyte Activation Cocktail) BD

L-Glutamin (200 mM) (100x) Gibco (Thermo Fisher)

Natrium-Pyruvat (100 mM) Biochrom
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NEA (Non-Essential Amino Acids) (100x) Biochrom

Oxoid AnaeroGen, 2,5 | Thermo Fisher

PBS (Phosphate Buffered Saline) Gibco (Thermo Fisher)
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml) Gibco (Thermo Fisher)
Rekombinantes Maus-IL-6 (rIL-6) BioLegend
Rekombinantes RNasin Promega

Trypan-Blau Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA (0,05 %) Gibco (Thermo Fisher)
UltraComp eBeads Compensation Beads Invitrogen (Thermo Fisher)

VLE-RPMI 1640 Medium (mit 2.0 g/ NaHCO3, Biochrom

ohne L-Glutamin)

B-Mercaptoethanol (B-ME) PanReac AppliChem
LB-Medium BD
BHI-Medium Merck

2.1.5 Puffer und Medien (eigene Herstellung)

Tab. 4: Puffer und Medien (eigene Herstellung)

Puffer/Medium Zusammensetzung
DC-Medium VLE-RPMI 1640
10% FCS (hitzeinaktiviert)
6% GM-CSF
1% NEA

1% Penicillin/Streptomycin
0,5% DPBS + 0,08 % B-ME

ELP (Erythrozyten-Lysepuffer) H20
8,39/l NH4CI
3,79/l Na2EDTA
19/l NaHCOs
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mIC-Medium

Perm/Wash-Puffer

TC-Medium

2.1.6 Kits

Tab. 5: Kits
Produktbezeichnung
DNA-free DNase-Kit
ELISA-Kit OptEIA Mouse IL-10
ELISA-Kit OptEIA Mouse IL-1
ELISA-Kit OptEIA Mouse IL-6
ELISA-Kit OptEIA Mouse TNF

MACS Naive CD4* T Cell Isolation Kit Mouse

10 %
1%
1%

0,1 %

0,1 %

0,01 %
0,001 %

10 %
3%

15%
50 mM
2 %
1%
1%
0,5%

QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit

Quantikine ELISA Mouse IL-23

RNeasy Mini Kit

Advanced DMEM/F-12
FCS (hitzeinaktiviert)
L-Glutamin

ITS-G

EGF
Penicillin/Streptomycin
Ts

Dexamethason

DPBS

DPBS + 1 % Saponin
FCS (hitzeinaktiviert)
VLE-RPMI 1640

FCS (hitzeinaktiviert)
HEPES
Natrium-Pyruvat

NEA
Penicillin/Streptomycin
DPBS + 0,08 % B-ME

Hersteller

Invitrogen (Thermo Fisher)
BD

BD

BD

BD

Miltenyi Biotec

Qiagen

R&D Systems

Qiagen
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2.1.7 Antikorper
Tab. 6: FACS-Antikérper

Antikorper

Hamster anti-Mouse CD11c

Hamster anti-Mouse CD11c

Hamster anti-Mouse CD3¢
Mouse anti-Mouse I-A[b]
Mouse anti-Mouse I-A[b]
Mouse anti-Mouse RORyt
Rabbit anti-MCPIP1

Rat anti-Mouse CD25
Rat anti-Mouse CD4

Rat anti-Mouse CD4

Rat anti-Mouse CD45RB
Rat anti-Mouse FoxP3
Rat anti-Mouse 1kB(

Rat anti-Mouse IFN-y

Rat anti-Mouse IFN-y

Rat anti-Mouse IL-10

Rat anti-Mouse IL-17A
Rat anti-Mouse IL-4

Tab. 7: Sonstige Antikdrper

Antikorper
Hamster anti-Mouse CD28
Hamster anti-Mouse CD3¢

Rat anti-Mouse IL-6
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Fluorophor Klon Hersteller

PE-Cy7 HL3 BD

APC HL3 BD

FITC 145-2C11 BD

APC AF6-120.1 BD

BVv421 AF6-120.1 BD

BVv421 Q31-378 BD

FITC polyklonal Biorbyt

APC PC61 BD

BV605 RM4-5 BD

BVv421 GK1.5 BD

PE 16A BD

Alexa Fluor 647 MF23 BD

PerCP-eFluor 710 LK2NAP eBioscience

PE-Cy7 XMG1.2 BD

APC XMG1.2 BD

FITC JES5-16E3 | BiolLegend

PE TC11-18H10 BD

PE 11B11 BD
Klon Hersteller
37.51 BioLegend
145-2C11 BioLegend
MP5-20F3 BioLegend
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2.1.8 Primer

Die Sequenzen der fur die Analyse der Zielgene verwendeten Primer wurden
mithilfe der Datenbank Primer-BLAST der U.S. National Library of Medicine

generiert. Vor ihrer experimentellen Verwendung wurde die Qualitat der Primer

im Rahmen eines umfangreichen Evaluationsprozesses sichergestellt.

Tab. 8: Primer
Primer Primersequenz Hersteller
lkBC Fw.. GTGGGAGAACAGATCCGACG biomers.net
Rv.: AGTGAGTGTCGCTGAACCAG
MCPIP1 Fw.: GCCTATCACAGACCAGCACA biomers.net
Rv.. ACGTGTCATTGGAGACCACC
B-Aktin Fw.: CCCTGTGCTGCTCACCGA biomers.net

Rv.: ACAGTGTGGGTGACCCCGTC

2.1.9 Software

Tab. 9: Software
Produktbezeichnung
FlowJo

GraphPad Prism
LightCycler 480 Software

Hersteller
BD
GraphPad Software

Roche
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung der Bakterien

2.2.1.1 E. coli mpk-Kultur

Vor den Stimulationsversuchen wurde E. coli mpk im Rahmen einer Ubernacht-
Kultur vermehrt. Dazu wurde am Vortag der Stimulation ein Aliquot des bei -20 °C
gelagerten E. coli mpk-Vorrats unter sterilen Bedingungen in ein Kultur-Roéhrchen
mit 5 ml LB-Medium uberfuhrt, welches Gber Nacht aerob schittelnd bei 37 °C
inkubierte. Am Stimulationstag wurden 300 pl der Ubernachtkultur in 20 ml
Luria-Bertani (LB)-Medium Uberfuhrt und im Erlenmeyer-Kolben bis zur
Stimulation aerob schittelnd bei 37 °C als Subkultur inkubiert.

2.2.1.2 B. vulgatus mpk-Kultur

Aufgrund seiner langsamen Wachstumseigenschaften wurde B. vulgatus mpk
bereits funf Tage vor der eigentlichen Stimulation in Kultur genommen. Zum Start
der Kultur wurde ein Aliquot des bei -20 °C gelagerten B. vulgatus mpk-Vorrats
unter sterilen Bedingungen in ein Leber-Kultur-Réhrchen Uberfihrt und
anschlieBend fur drei Tage anaerob bei 37 °C inkubiert. Am dritten
Inkubationstag wurden aus dem triiben Schleier, der sich im Réhrchen um die
Leber gebildet hatte, 5 ml entnommen und in einen Erlenmeyer-Kolben mit 50 ml
Brain-Heart-Infusion (BHI)-Medium gegeben. Dieser Ansatz wurde flr weitere

zwei Tage bis zur Stimulation anaerob bei 37 °C inkubiert.

2.2.2 Gewinnung der Mikrobiota-Suspensionen

Um nicht nur die Auswirkung einzelner Bakterien-Stdmme, sondern auch
komplex zusammengesetzter intestinaler Flora auf damit stimulierte BMDCs
untersuchen zu konnen, wurden Suspensionen intestinaler Mikrobiota von
Méausen, die unterschiedliche Behandlungen erfahren hatten, hergestellt. Dazu
wurden Kot-Proben, die in einem frilheren Experiment von Ragl”/-Mausen
gesammelt und bei -80 °C gelagert worden waren, aufbereitet. Es konnten
Kot-Proben von drei verschieden behandelten Maus-Gruppen verarbeitet

werden: Ragl”’-Mause, die keine Behandlung erfahren hatten, bei denen

24



Material und Methoden

aufgrund der genetischen Veranderung jedoch von einer dysbiotischen
intestinalen Mikrobiota (DYS) auszugehen war, Tiere, die nach intraperitonealer
Applikation von T-Zellen eine T-Zell-Transfer-Colitis entwickelt hatten (DYS+TC)
und Mause, die an einer T-Zell-Transfer-Colitis gelitten hatten und zusatzlich mit
B. vulgatus mpk Uber das Trinkwasser kolonisiert worden waren (DYSBYV).
Kot-Proben von je zwei Tieren der einzelnen Gruppen wurden aufgetaut und in
sterilen ReaktionsgeféafRen gepoolt. Da in den Stimulationsexperimenten nur die
Auswirkung von Mikrobiota-Bestandteilen auf dendritische Zellen und nicht die
Interaktion mit vitalen Mikroorganismen von Interesse war, wurden die Kot-
Proben fur 10 min bei einer Temperatur von 80 °C trocken Hitze-inaktiviert.
Anschliel3end wurden die Proben in sterilem DPBS resuspendiert und auf eine
Konzentration von 50 mg/ml eingestellt. Diese Suspension wurde mithilfe eines
Zellfilters (100 um) von grof3en Kot-Bestandteilen befreit. Um verbleibende
grolRere Partikel aus dem Filtrat zu entfernen, wurde nach kurzer Ruhezeit nur
der Uberstand in ein neues steriles Reaktionsgefal tberfiihrt, wahrend das
Sediment belassen wurde. Zur Uberprifung der so gewonnenen Mikrobiota-
Suspensionen auf Vitalitat wurden Proben entnommen und auf Blutagar bei
37 °C fur einige Tage inkubiert. Bei trotz Hitze-Inaktivierung noch nachweisbarem
Keim-Wachstum wurden die Suspensionen erneut bei 80 °C fur 10 min
inaktiviert. Die so sterilisierten Mikrobiota-Suspensionen wurden bis zu ihrer

Verwendung bei einer Temperatur von -20 °C gelagert.

2.2.3 Gewinnung der Uberstande-Pools

Zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlich konfigurierter Zytokin-
Losungen auf bestimmte Zelltypen wurden im Rahmen von BMDC-
Stimulationsexperimenten mit Bakterien als Stimulantien Pools von Uberstanden
der stimulierten Zellen gewonnen. Nach wie in Kapitel 2.2.4.4 beschriebener
Stimulation von Wildtyp-BMDCs mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk fir eine
Stimulationsdauer von 16 h wurden die Zellen mittels Zellschaber aus ihren Wells
geléost und in Reaktionsgefale Uberfuhrt. Durch Zentrifugation der
Zellsuspensionen fur 5 min bei 400 g konnten Zytokin-haltiges Medium und

Zellen voneinander getrennt werden. Die Uberstande wurden aus den
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ReaktionsgefaRen abgenommen und nach Stimulus in Zentrifugenréhrchen als
B. vulgatus mpk-Pool (BV-US) und E. coli mpk-Pool (EC-US) gesammelt.
Uberstande der unstimulierten Kontrollen wurden in einem Zentrifugenréhrchen
als mock-Pool (mock-US) gesammelt. Um in den Uberstanden verbliebene
Bakterien und mogliche Kontaminationen wahrend der unsterilen Abnahme
beseitigen zu koénnen, mussten die Uberstande-Pools vor ihrem Einsatz als
Stimulationslésungen mittels steriler Filtration aufbereitet werden. Die so
sterilisierten Uberstande-Pools wurden, um einem Zerfall der enthaltenen

Zytokine vorzubeugen, bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.4 Zellkultur mit murinen dendritischen Zellen

2.2.4.1 Isolation der BMDCs

Die verwendeten BMDCs wurden sieben Tage vor Stimulation aus dem
Knochenmark der Versuchsmdause isoliert. Dazu wurden die Tiere durch
Begasung mit Kohlenstoffdioxid und anschlieRende zervikale Dislokation
euthanasiert. Nach Fixierung der jeweiligen Maus an den Extremitaten mittels
Kanulen erfolgte die sorgfaltige Desinfektion des Fells. Nach Inzision der Haut im
Oberschenkel-Bereich mit sterilisiertem Préaparationsbesteck wurden Ober- und
Unterschenkelmuskulatur zunachst vom subkutanen Fettgewebe abprapariert
und schlieBlich vom Knochen abgeldst. Auf diese Weise freigelegt, konnten
Femur und Tibia an Hifte und Sprunggelenk abgesetzt und in eiskaltem sterilen
DPBS gelagert werden. Von jeder Maus wurden beide untere Extremitaten auf
diese Weise prapariert und mausweise weiterverarbeitet. Um Kontaminationen
zu vermeiden, erfolgten die weiteren Isolationsschritte unter sterilen
Bedingungen unter der Clean-Bench. Nachdem verbliebenes Muskelgewebe von
den Knochen entfernt worden war, wurden Femur und Tibia durch Entfernen des
Kniegelenks voneinander getrennt. Die an den Schnittstellen eroffneten
Markhodhlen der Knochen wurden unter Zuhilfenahme einer 10 ml-Spritze mit
Kanule (27 Gauge) mit sterilem DPBS gespdlt. Das so ausgeldste Knochenmark
wurde in einem Zellfilter (100 um) aufgefangen und schlief3lich mit dem sterilen
Stempel der Spritze in ein steriles 50 ml-Zentrifugenrbhrchen passiert. Die

Zellsuspension in DPBS wurde anschlie3end fir 5 min bei 400 g zentrifugiert, der
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Uberstand dekantiert und das verbliebene Zellpellet in 10 ml auf 37 °C
vorgewarmtem DC-Medium resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl in dieser
Suspension wurde eine 1:10-Verdunnung mit Trypan-Blau angefertigt, die
mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop quantifiziert wurde.
Hierbei wurden nur nicht angefarbte, vitale Zellen berlcksichtigt. Die Berechnung
der Konzentration c isolierter vitaler Knochenmarkszellen pro Milliliter
Suspension nach Zahlen von z Zellen in g Grol3quadraten einer Trypan-Blau-
Verdinnung des Verdinnungsfaktors v mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer mit
dem Kammerfaktor 10* erfolgte nach folgender Formel:

z
q

c==--10%-v

Fur die Kultur wurden abschlieRend pro Maus ca. 20-40 Petri-Schalen mit
2 - 108 Zellen in 10 ml DC-Medium pro Schale ausgesat und bei 37 °C und
5 % CO2-Gehalt inkubiert.

2.2.4.2 Kultivierung der BMDCs

Am zweiten Tag nach Isolation wurden nach makroskopischer Kontrolle auf
eventuelle Kontaminationen in jede Petri-Schale 10 ml frisches DC-Medium
zugefugt. Um am funften Tag nach Isolation verbrauchtes gegen neues Medium
austauschen zu koénnen, wurden zunachst aus jeder Petri-Schale 10 ml
DC-Medium entnommen und mausweise in sterilen Zentrifugenréhrchen gepoolt.
Um nicht-adhérente Zellen nicht zu verlieren, wurden diese fur 5 min bei 400 g
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die verbliebenen Zellpellets in allen
Zentrifugenréhrchen einer Maus in insgesamt 10 ml frischem, auf 37 °C
vorgewarmtem DC-Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf zehn
Petri-Schalen der entsprechenden Maus verteilt. Zusatzlich wurden jeder Petri-
Schale 10 ml an frischem DC-Medium zugefligt und alle Kultur-Schalen

schlief3lich weiter bis zum Stimulationstag inkubiert.

2.2.4.3 Vorbereitung der BMDCs fir die Stimulation
Am Stimulationstag erfolgte zunachst die mikroskopische Beurteilung von
Wachstum und Differenzierung der kultivierten Zellen. Als Kriterien fur eine

angemessene Differenzierung wurden Adhérenz der Zellen und die Ausbildung
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von Zellfortsdtzen angesehen. Schlecht gewachsene oder unzureichend
differenzierte Zellen wurden verworfen und nicht fur die Stimulationsversuche
verwendet. Die stimulationsbereiten, differenzierten Zellen hingegen wurden fir
die weitere Verarbeitung mausweise aus den Kultur-Schalen in sterilen
Zentrifugen-Rohrchen gepoolt. Um vor allem auch die adharenten Zellen zu
gewinnen, wurden diese dafiir zundchst vorsichtig mithilfe eines sterilen
Zellschabers vom Boden der Petri-Schalen abgelost. Anschliel3end konnte das
Medium mit den enthaltenen Zellen in die Zentrifugenréhrchen tGberflhrt werden.
Nach Zentrifugation bei 400 g fiir 5 min wurde der Uberstand verworfen und die
verbliebenen Zellpellets einer Maus in insgesamt 10 ml DC-Medium
resuspendiert. Zur Quantifizierung der so entstandenen Zellsuspensionen
wurden die Zellen in einer 1:10-Verdinnung mit Trypan-Blau wie bereits
beschrieben gezahlt (s. Kapitel 2.2.4.1). Abhangig von vorhandener Zellzahl und
geplantem Experiment wurden schlieRlich 2 - 108 Zellen pro Well in 6-Well-
Zellkultur-Platten in je 2 ml DC-Medium bzw. 1 - 10° Zellen pro Well in 12-Well-
Zellkultur-Platten in je 1 ml DC-Medium ausgesat. Erfolgte die Stimulation der
BMDCs mit Bakterien oder Mikrobiota-Suspensionen, wurde das Medium vor
dem Ausséden mit Gentamicin (1 pg/ml) versetzt, um bakterielles Wachstum
wahrend der Stimulationszeit zu verhindern. Die in die Well-Platten ausgesaten

Zellen wurden bis zur Stimulation fur 1 h bei 37 °C inkubiert.

2.2.4.4 Stimulation der BMDCs mit Bakterien

Um die Bakterien von ihrem Kulturmedium zu trennen, wurden zunéchst 20 ml
der E. coli mpk-Subkultur bzw. 20 ml der B. vulgatus mpk-Kultur entnommen und
in je ein steriles Zentrifugenrohrchen dberfihrt. Nach Zentrifugation bei
4 000 rpm fur 5 min wurde das Kulturmedium sorgféltig abgesaugt und das
verbliebene Pellet in sterilem DPBS resuspendiert. Die Quantifizierung der
Bakteriensuspensionen erfolgte durch photometrische Bestimmung der
optischen Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm (ODseoo). Eine ODeoo = 1
entsprach hierbei einer Bakterienkonzentration von 5 - 108 Bakterien pro Milliliter.
Fur jedes Versuchstier wurden fir diverse Stimulationsdauern je ein Well mit
B. vulgatus mpk und E. coli mpk stimuliert. Ein Well blieb pro Maus und

Stimulationsdauer als unstimulierte Kontrolle (mock) unbehandelt. Die
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Stimulation der BMDCs erfolgte mit einer multiplicity of infection (MOI) von
MOI =1, sodass den jeweiligen Wells mit BMDCs das Volumen an
Bakteriensuspension zugefugt wurde, das eine der Zellzahl im Well aquivalente
Zahl von Bakterien enthielt. Nach Zugabe der jeweiligen Volumina an
Bakteriensuspension gewahrleistete vorsichtiges Schwenken der Well-Platten
eine homogene Durchmischung von Stimulationssuspension und Medium mit
BMDCs. Bis zum Ende der untersuchten Stimulationsdauern wurden die Zellen
bei 37 °C und 5 % CO2-Gehalt inkubiert.

2.2.4.5 Stimulation der BMDCs mit murinen Mikrobiota-Suspensionen

Fur die Stimulation wurden die wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben vorbereiteten
Mikrobiota-Suspensionen aufgetaut und auf eine Konzentration von 20 mg/ml mit
DC-Medium vorverdunnt. Pro Versuchstier wurde je ein Well mit den Mikrobiota-
Suspensionen DYS, DYS+TC und DYSBYV fir verschiedene Zeitrdume stimuliert.
Dazu wurden den Stimulations-Wells je 5 pl der Mikrobiota-Vorverdinnung
zugefugt, sodass eine Endkonzentration von 100 pg/ml resultierte. Diese
Zielkonzentration wurde als Erfahrungswert aus friiheren Experimenten gewahlt.
Als Kontrolle (mock) blieb ein Well pro Maus und Zeitpunkt unstimuliert.
Anschliel3end wurden die Zellen bis zum Ende der jeweiligen Stimulationszeit bei

einer Temperatur von 37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 % inkubiert.

2.2.4.6 Stimulation der BMDCs mit murinen BMDC-Uberstanden

Zur Evaluation der Zytokin-Wirkung in Uberstanden unterschiedlich stimulierter
BMDCs auf andere dendritische Zellen wurden die wie in Kapitel 2.2.3 erlautert
gewonnenen Uberstande-Pools fiir die Stimulation zunachst schonend auf Eis
aufgetaut. Im Rahmen der Stimulation wurden fur jedes Versuchstier und jeden
Zeitpunkt je zwei Wells mit BMDCs mit den Uberstanden mock-US, BV-US und
EC-US in einer Konzentration von 30 % des Gesamtvolumens im Well stimuliert.
Um die Rolle des Zytokins IL-6 genauer untersuchen zu kénnen, wurde je einem
der beiden mit Uberstanden stimulierten Wells anti-IL-6-Antikérper in einer
Konzentration von 6 ug/ml zur Neutralisation des im Uberstand eventuell
enthaltenen IL-6 zugesetzt. Als Positiv-Kontrolle erfolgte pro Maus und Zeitpunkt
die Stimulation eines Wells mit rekombinantem IL-6 (rIL-6) in einer Konzentration

von 100 ng/ml. Die neutralisierende Wirkung des anti-IL-6-Antikérpers sollte
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durch Zugabe von sowohl anti-IL-6-Antikérper als auch rIL-6 in den genannten
Konzentrationen in ein Well pro Stimulationsdauer und Versuchstier
nachgewiesen werden. Auch blieb ein Well fur jede Maus und jede
Stimulationszeit durch Zugabe von DC-Medium ohne Zusatz unstimuliert. Nach
erfolgter Applikation aller Stimulanzien wurden die Zellen bis zum Ende der
jeweiligen Stimulationszeit bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO2-
Gehalt von 5 % inkubiert.

2.2.4.7 Stimulationsende

Nach Ende der untersuchten Stimulationsdauer wurden die stimulierten Zellen
mithilfe eines Zellschabers vom Boden der einzelnen Wells abgeldst und
zusammen mit dem im Well enthaltenen Medium einzeln in Reaktionsgefalie
uberfuhrt. Wurden 6-Well-Platten zur Stimulation verwendet, konnte der Inhalt
eines Wells zur spateren Durchfiihrung von sowohl RNA- als auch FACS-Analyse
zu gleichen Teilen auf zwei Reaktionsgefalie aufgeteilt werden. Um Medium und
Zellen voneinander zu trennen, wurden die Reaktionsgefal3e fir 5 min bei 400 g
zentrifugiert. Wahrend der Uberstand nach 16 h-Stimulation fur spatere Zytokin-
Analysen abgenommen und bei -20 °C gelagert wurde, konnte das Medium bei
den restlichen Stimulationsdauern verworfen werden. Fiur RNA-Analysen mit
dafur notwendiger RNA-Isolation wurde das verbliebene Zellpellet zur Lyse der
Zellen grundlich bis zur Schlierenbildung in 350 pl RLT + 1 % (3-Mercaptoethanol
resuspendiert. Die so entstandenen Lysate wurden bis zur weiteren Verarbeitung
im Rahmen der RNA-Isolation bei -80 °C gelagert. Zur FACS-Analyse der
stimulierten Zellen wurden die entsprechenden Pellets in je 100 pl Fc-Block
resuspendiert, fur die weiteren Fixierungs- und Farbungsschritte (s. Kapitel 2.2.7)
einzeln in die Wells einer 96-Well-Platte Uberfiihrt und ftr 15 min bei 4 °C in
Fc-Block inkubiert.
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2.2.5 Zellkultur mit murinen intestinalen Epithelzellen

2.2.5.1 Kultivierung der mICci2-Zellen

Die Zellkultur mit murinen intestinalen Epithelzellen erfolgte mit Zellen der
Zelllinie mICci2. Zu Beginn der Kultivierung wurde ein kryokonserviertes Aliquot
von miICc-Zellen der Passagier-Nummer p51 rasch im Wasserbad aufgetaut und
danach in eine sterile Zellkulturflasche mit 12 ml auf 37 °C vorgewarmtem
mIC-Medium Uberfiihrt. Die Inkubation der Epithelzell-Kultur erfolgte bei einer
Temperatur von 37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 %. Wahrend der Kultivierung
erfolgte regelmaRig ein Austausch des Zellkultur-Mediums gegen frisches
mIC-Medium. Der richtige Zeitpunkt, um die vorhandene Zellkultur in neue
Zellkulturflaschen zu splitten, ergab sich aus dem mikroskopisch feststellbaren
Anteil an konfluenten Zellen. War dieser ausreichend hoch, wurde zum Splitten
der Kultur zunéchst das Zellkultur-Medium aus der jeweiligen Zellkulturflasche
abgesaugt, die Flasche kurz mit 2 ml vorgewarmtem Trypsin-EDTA gespult und
anschlieend nach Zugabe von 2 ml frischem Trypsin-EDTA bei 37 °C bis zur
Ablésung der adharenten Zellen vom Flaschenboden inkubiert. Die
enzymatische Aktivitat des Trypsins wurde durch Zugabe von 8 ml mIC-Medium
gestoppt und die so erhaltene Zellsuspension je nach Ausgangszelldichte und
gewilnschter Wachstumsgeschwindigkeit im Verhaltnis zwischen 1:3 und 1:8 in
neue Zellkulturflaschen aufgeteilt. Diese wurden abschlieBend mit
vorgewarmtem miC-Medium auf ein Volumen von 12 ml aufgefillt und bis zur

weiteren Verwendung unter den bereits genannten Bedingungen inkubiert.

2.2.5.2 Stimulation der mICci2-Zellen mit Bakterien

In den Stimulationsversuchen fanden 54-fach, 56-fach und 57-fach passagierte
mMICci2-Zellen Verwendung. Vor der Stimulation wurde zur Gewinnung der Zellen
das Medium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt, kurz mit 2 ml vorgewéarmtem
Trypsin-EDTA gewaschen und nach Zugabe von 2 ml frischem Trypsin-EDTA bis
zur Ablésung der Zellen bei 37 °C inkubiert. Die so entstandenen
Zellsuspensionen der verwendeten Kulturflaschen wurden in einem sterilen
Zentrifugenréhrchen gepoolt und fir 5 min bei 400 g zentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstandes konnte das zuriickbleibende Zell-Pellet in 10 ml

mIC-Medium ohne Zusatz von Antibiotika resuspendiert werden. Die
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Bestimmung der Konzentration an vitalen Zellen erfolgte mithilfe einer Neubauer-
Zahlkammer analog zur Zellzahlbestimmung bei Versuchen mit dendritischen
Zellen (s. Kapitel 2.2.4.1). Schlief3lich wurden je nach experimentellem Design in
oberflachenbehandelten 24-Well-Platten (Greiner Bio-One) 1 - 10° Zellen pro
Well in je 1 mlmiIC-Medium ohne Antibiotika-Zusatz bzw. in 6-Well-
Platten (Greiner Bio-One) 5 - 10° Zellen pro Well in je 2 ml mIC-Medium ohne

Antibiotika-Zusatz ausgesat und bis zur Stimulation 24 h bei 37 °C inkubiert.

Die Kultivierung und Vorbereitung der zur Stimulation verwendeten Bakterien-
Stamme B. vulgatus mpk und E. coli mpk erfolgte analog zur Vorgehensweise
bei der Stimulation von BMDCs (s. Kapitel 2.2.4.4). Zur Stimulation mit
B. vulgatus mpk und E. coli mpk wurden die in die jeweiligen Wells zugegebenen
Volumina an Bakteriensuspension so gewahlt, dass eine MOI = 10 resultierte.
Pro Stimulus und Zeitpunkt wurden vier bis funf technische Replikate stimuliert,
ebenso blieben je vier bis funf technische Replikate als Kontroll-Wells (mock)
unstimuliert. Nach Zugabe der Bakteriensuspensionen wurden die
Zellkulturplatten bis zum Ende der jeweiligen Stimulationsdauern bei 37 °C und
einem CO2-Gehalt von 5 % inkubiert. 45 min nach Stimulationsbeginn beendete

die Zugabe von Gentamicin (1 pg/ml) bakterielles Wachstum.

2.2.5.3 Stimulationsende

Um die miCci-Zellen als adhérente Zelllinie beim Ablosen aus den
Stimulationswells nicht zu stark fur eine spatere FACS-Analyse zu schadigen,
erfolgte dies nach Ende der gewunschten Stimulationsdauer durch schonendes
Detachment mittels Trypsin-EDTA. Dafur wurde zunéchst das noch in den Wells
vorhandene Medium abgesaugt und verworfen bzw. bei 16 h stimulierten Wells
fur spatere Zytokin-Analysen bei -20 °C aufbewahrt. Um verbliebenes FCS aus
den Wells zu entfernen und damit ein vorzeitiges Stoppen der Trypsin-Aktivitat
zu verhindern, wurde zunachst mit 500 pl auf 37 °C vorgewarmtem DPBS
gespult. Durch folgende Zugabe von 400 pl Trypsin-EDTA und Inkubation bei
37 °C konnten die Zellen vom Boden der Stimulationswells abgelost werden.
Nach Unterbindung der Trypsin-Aktivitdt mithilfe des dreifachen Volumens an
DPBS mit 1 % FCS (DPBS/FCS) und vorsichtigem Abspulen der Zellen wurde
der gesamte Inhalt eines Wells in ein Reaktionsgefal’ tberfuhrt und fir 5 min bei
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600 g zentrifugiert. Nach Ende der Zentrifugation konnte der Uberstand
verworfen und das zurtickbleibende Zell-Pellet fiur die spatere RNA-Analyse
grandlich in 350 pl RLT + 1 % B-Mercaptoethanol resuspendiert und bis zur
Analyse bei -80 °C gelagert werden. Proben, die im Verlauf mittels FACS
analysiert werden sollten, wurden hier stattdessen in 100 pyl Fc-Block

resuspendiert und fur 15 min bei 4 °C inkubiert.

2.2.6 T-Zell-Polarisations-Assay

2.2.6.1 Isolation der T-Zellen

Die Isolation der naiven T-Zellen erfolgte am Tag der Stimulation aus den Milzen
von Wildtyp-Mausen. Die verwendeten Versuchstiere wurden durch Begasung
mit CO2 und anschlieRende zervikale Dislokation getdtet und mithilfe von
Kanilen an den Extremitaten fixiert. Nach grindlicher Desinfektion des Fells
wurde die Haut am Bauch inzidiert und der Schnitt nach kranial erweitert. Nach
Er6ffnung des Peritoneums wurde die Milz im linken Oberbauch aufgesucht,
stumpf prapariert und von anhangendem Fettgewebe befreit. Die so gewonnenen
Milzen wurden mausweise in vorbereitete Zentrifugenréhrchen mit eiskaltem
PBS mit 1 % FCS (PBS/FCS) gegeben und auf Eis gelagert. Die sich an die
Praparation anschlielenden Schritte erfolgten unter sterilen Bedingungen.
Sowohl Proben als auch verwendete Reagenzien wurden auf Eis gekihlt
gehalten. Um die Zellen aus den Milzen zu extrahieren, wurden diese auf je ein
sterilisiertes Sieb gegeben. Nach Eréffnung der Milzkapsel wurde das Organ
mithilfe eines sterilen Spritzen-Stempels durch das Sieb in eine Petrischale
passiert. Die dadurch entstandene Suspension wurde zur Entfernung
nichtzellularer Bestandteile im Anschluss durch einen Zellfilter (100 um) gegeben
und in einem sterilen Zentrifugenréhrchen aufgefangen. Um in der Suspension
enthaltene Erythrozyten zu eliminieren, wurde nach Zentrifugation fir 5 min bei
550 g der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet vorsichtig in 4 ml
Erythrozyten-Lysepuffer (ELP) resuspendiert. Nach 7 min Inkubation mit
gleichméRigem Durchmischen der Suspension bei Raumtemperatur wurden
16 ml eiskaltes PBS/FCS hinzugefugt und diese Suspension erneut durch einen

Zellfilter (100 pm) in ein neues Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Nach Auffullen mit
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PBS/FCS auf ein Volumen von 50 ml und Zentrifugation fr 5 min bei 550 g,
konnte der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 2 ml PBS/FCS
resuspendiert werden. Die Bestimmung der Zahl vitaler Zellen innerhalb dieser
Suspension erfolgte wie bereits beschrieben unter Verwendung einer Neubauer-
Zahlkammer  (s. Kapitel 2.2.4.1). Es schloss sich ein  weiterer
Zentrifugationsschritt mit Absaugen des Uberstandes an, um fir eine definierte
Zell-Konzentration in den nachsten Schritten das Zellpellet in 40 pl PBS/FCS pro
1 - 107 Zellen zu resuspendieren. Die nachfolgende Zell-Separation mit dem Ziel,
naive CD4* T-Zellen aus der Zell-Suspension zu isolieren, erfolgte mithilfe des
MACS Naive CD4* T Cell Isolation Kit Mouse (Miltenyi Biotec) nach
Herstellerangaben. Die so isolierten naiven T-Zellen wurden in einem sterilen
Zentrifugenrohrchen aufgefangen, fur 5 min bei 550 g zentrifugiert und nach
Absaugen des Uberstandes in 1 ml eiskaltem PBS/FCS resuspendiert. Zur
Quantifikation der vitalen naiven T-Zellen nach der Zell-Separation wurde die
Zell-Konzentration erneut mithilfe einer Neubauer-Z&hlkammer bestimmt
(s. Kapitel 2.2.4.1). Nach erneuter Zentrifugation der Zell-Suspension und
Entfernen des Uberstandes wurde das Zellpellet in auf 37 °C vorgewarmtem

T-Zell-Medium auf eine Konzentration von 2 - 10° Zellen/ml resuspendiert.

2.2.6.2 Aktivierung und Stimulation der T-Zellen mit murinen BMDC-
Uberstanden
Zur Vorbereitung von Aktivierung und eigentlicher Stimulation der T-Zellen
wurden fur eine adaquate Bindung der Antikérper bereits am Tag vor der
Zell-Isolation sterile 96-Well-Platten mit anti-CD3e-Antikbrper behandelt. Hierfir
wurde anti-CD3e-Antikbrper mit sterilem DPBS auf eine Konzentration von
10 pg/ml verdinnt. Von dieser Verdinnung wurden je 100 pl in die Wells der
96-Well-Platten pipettiert, als Negativkontrolle blieb ein Well pro Platte
unbehandelt und wurde nur mit 100 pl DPBS befillt. Luftdicht verschlossen

wurden die Platten bei 4 °C bis zu ihrer Verwendung Uber Nacht inkubiert.

Nach Beendigung des Isolations- und Separationsprozesses der naiven T-Zellen
wurde die anti-CD3e-Antikdrper-Losung vorsichtig aus den Wells der 96-Well-

Platten entfernt. Um Rickstéande der Losung vollstéandig zu entfernen, schlossen
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sich drei Waschschritte mit je 200 pl sterilem DPBS pro Well an. Schlief3lich
konnten pro Well 100 pl der in T-Zell-Medium resuspendierten naiven T-Zellen
gegeben werden (2 - 10° T-Zellen pro Well). Zur Stimulation der T-Zellen wurden
bei -80 °C gelagerte sterile BMDC-Uberstande von unstimulierten (mock-US),
B. vulgatus mpk-stimulierten (BV-US) und E. coli mpk-stimulierten (EC-US)
BMDCs aus einem friheren Experiment verwendet. Nachdem diese schonend
auf Eis aufgetaut worden waren, wurden den entsprechenden Wells mit T-Zellen
je 100 pl der jeweiligen Uberstandslésung zugegeben, in unstimulierte Kontroll-
Wells (mock) wurden hingegen 100 pl DC-Medium appliziert. Der Negativ- und
Positiv-Kontrolle fur die T-Zell-Aktivierung wurden ebenfalls nur je 100 pl
DC-Medium zugesetzt. Pro Stimulus und Zeitpunkt wurden sechs biologische
Replikate angelegt. Um die naiven T-Zellen fur die Stimulationszeit zu aktivieren,
wurde abschlie3end pro Well anti-CD28-Antikorper fir eine finale Konzentration
von 2 pg/ml im Well zugegeben. Die so aktivierten und stimulierten T-Zellen
konnten schlie3lich fur die Dauer der Stimulationszeit bei einer Temperatur von

37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 % kultiviert werden.

2.2.6.3 Stimulationsende

Um in der am Ende des Experiments stehenden Durchflusszytometrie die
Zytokin-Expression der stimulierten T-Zellen besser analysieren zu kénnen,
wurden die untersuchten Zytokine wahrend der Stimulation intrazellular
angereichert. Dazu wurde den Wells 4 h vor Ende der jeweiligen Stimulationszeit
der Monensin-enthaltende Protein-Transport-Inhibitor GolgiStop (BD) fur eine
Verdinnung von 1:1500 zugesetzt. Des Weiteren wurde der Positiv-Kontrolle 4 pl
einer 1:10-Verdunnung von Leucocyte Activation Cocktail (LAC, BD) zugeflgt.
Nach Ende der Stimulationszeit wurde der Inhalt der Wells kurz resuspendiert
und in die korrespondierenden Wells einer 96-Well-Platte mit V-Boden tberfuhrt.
Diese wurde anschlieRend 5 min bei 550 g zentrifugiert, der Uberstand abgekippt
und die Zell-Pellets in je 100 pl Fc-Block resuspendiert. Nach 15 min Inkubation
bei 4 °C erfolgte die weitere Verarbeitung der T-Zellen analog zur Fixierung und
FACS-Farbung anderer Zelltypen (s. Kapitel 2.2.7).
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2.2.7 Analyse der zellularen Protein-Expression (FACS)

2.2.7.1 Fixierung und Tot/Lebend-Farbung der Zellen

Um die Zellen fur die weitere Verarbeitung zu stabilisieren, folgte auf die
Inkubation in Fc-Block die Fixierung der Zellen. Dieser Schritt wurde mit einer
Tot/Lebend-Farbung mithilfe von Fixable Viability Dye (FVD) 450 oder FVD 780
kombiniert. Die Reaktionsschritte erfolgten lichtgeschutzt auf Eis. Wahrend der
Fixierungs- und Farbe-Prozess bei Experimenten mit BMDCs und T-Zellen in
96-Well-Platten durchlaufen werden konnte, wurden zur Verarbeitung der
labileren mICc2-Zellen Reaktionsgefalle verwendet, um Zell-Schadigung
oder -Verlust zu vermeiden. Die Zentrifugation erfolgte bei einer Temperatur von
4 °C fur 5min mit einer Zentrifugalbeschleunigung von 400 g (BMDCs),
550 g (T-Zellen) bzw. 600 g (mICci2-Zellen).

Nach Inkubation der Zellen fur 15 min bei 4 °C in Fc-Block wurden die Proben
zentrifugiert und der Uberstand vom Zellpellet abgesaugt. Dieses konnte so in
100 ul DPBS/FCS resuspendiert und gewaschen werden. Fur die Tot/Lebend-
Farbung wurden die Zellen nach erneuter Zentrifugation und Verwerfen des
Uberstandes in 100 pl einer 1:10 000-Verdiinnung von FVD in DPBS
resuspendiert und fur 15 min bei einer Temperatur von 4 °C inkubiert. Um im
Anschluss moglichst alles der FVD-L6sung von den Zellen zu entfernen, folgten
nach Zentrifugation der Proben und Absaugen des Uberstandes zwei
Waschschritte mit Resuspension der Zellpellets in je 100 ul DPBS/FCS und
anschlieRender Zentrifugation. Nach Entfernen des DPBS/FCS-Uberstandes
wurden die Zellen schlie3lich durch Resuspension in je 100 pl Cytofix/Cytoperm
fixiert und fur die spatere intrazellulare FACS-Farbung permeabilisiert. Auf die
Inkubationszeit von 20min bei 4°C schloss sich ein weiterer
Zentrifugationsschritt an, um die Cytofix/Cytoperm-L6sung wieder vom Zellpellet
trennen zu kdnnen. Dieses wurde abschliel3end in 100 pl Perm/Wash-Losung
resuspendiert. Bis zur Farbung wurden die fixierten Zellen luftdicht

abgeschlossen bei 4 °C gelagert.
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2.2.7.2 Farbung der Zellen

Die eigentliche Farbung der Zielstrukturen mittels Fluorophor-gekoppelter
Antikorper erfolgte in mdglichst geringem zeitlichem Abstand zur Fixierung der
Zellen. Um eventuelle Flussigkeitsverluste durch Verdunstung wéhrend der
Lagerzeit auszugleichen, wurden die Proben zunachst zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet erneut in je 100 pul Perm/Wash
resuspendiert. Die in der Farbung verwendeten AntikOrper wurden in einem
Mastermix gemischt. Hierbei wurden pro Zell-Probe, die gefarbt werden sollte,
50 ul Perm/Wash, 1 ul Antikérper fur intrazellulare Proteine und 0,5 ul Antikorper
fur Oberflachen-Proteine eingesetzt. Wegen der erfahrungsgemalf nur méaiigen
Bindungseigenschaften des MCPIP1-Antikérpers wurden hier 1,5 pl Antikorper-
Lésung pro zu farbende Probe im Mastermix eingesetzt. Zu jeder Zell-Probe
wurden 50 ul des jeweiligen Mastermix zugefligt, gut resuspendiert und fur
30 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die nun gefarbten Zellen durch
Zentrifugation von der Farbeldésung getrennt, mit je 100 ul DPBS/FCS
gewaschen und schlie3lich nach erneuter Zentrifugation und Absaugen des
Uberstandes in je 100 ul DPBS/FCS resuspendiert und in FACS-Rohrchen
Uberfuhrt. Diese wurden bis zur zeitnahen Messung luftdicht verschlossen bei

einer Temperatur von 4 °C gelagert.

Zur Herstellung von Kontrollen zur Anpassung der Messparameter des FACS-
Gerates wurden vor Beginn des Farbeprozesses aus einigen Proben Zellen
entnommen, gepoolt und auf Reaktionsgefal3e verteilt. Wahrend ein Teil dieser
Kontroll-Proben mit nur einem der verwendeten Antikorper gefarbt wurde
(Einzelfarbung), erfolgte bei dem anderen Teil die Zugabe aller in der Farbung
enthaltenen Antikorper bis auf einen (Fluorescence Minus One (FMO)-Farbung).
So konnten neben einer Kontroll-Probe mit ganzlich ungefarbten Zellen fiir jeden
verwendeten Antikorper eine einzelgefarbte und eine FMO-Kontrolle hergestellt
werden. Des Weiteren wurden zur spateren Kompensation des FACS-Gerates
fur jedes verwendete Fluorochrom eine Kompensations-Probe mit Antikorper-
bindenden Beads hergestellt. Hierzu wurden in ReaktionsgefalRen je
100 ul DPBS/FCS vorgelegt und dazu je ein Tropfen Beads gegeben. Pro

Reaktionsgefal wurden nun 0,5 ul (Oberflachen-Zielprotein), 1 pl (intrazellulares
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Zielprotein) bzw. 1,5 ul (MCPIP1 als Zielprotein) der Antikdrper-Losung gegeben.
In einer Probe blieben die Beads als Kontrolle ungefarbt. Nach 10 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurden die ReaktionsgefaRe fiur 10 min bei 400 g
zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Die Beads-Pellets konnten
schlie3lich in je 100 ul DPBS/FCS resuspendiert und in FACS-Ro6hrchen

Uberfuhrt werden.

Die Analyse der gefarbten Zell-Proben erfolgte mithilfe eines LSRFortessa-
Durchflusszytometers (BD).

2.2.7.3 Auswertung der FACS-Messung

Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mithilfe der Software FlowJo (BD). In
der Regel wurde fur die Analyse auf lebende Einzelzellen gegatet. Die Gates fur
die Positiv-Populationen eines untersuchten Ziel-Proteins wurden anhand der
jeweiligen FMO-Kontrolle gesetzt. Die Gating-Strategien, die zur Analyse der
verschiedenen Zell-Typen angewandt wurden, sind exemplarisch Abb. 1 bis
Abb. 5 zu entnehmen. Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurde entweder der
Anteil an fur das Ziel-Protein positiven Zellen an einer bestimmten Zell-
Population oder die mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) einer bestimmten Zell-

Population fur das Ziel-Protein angegeben.
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Abb. 1: Gating von BMDCs. Nachdem Zelldoubletten oder -aggregate durch Gating auf Einzel-
zellen mittels Forward Scatter (FSC) -A und -H und sonstige Stoérfaktoren durch Gating auf die
DC-Population tUber FSC und Side Scatter (SSC) von der Analyse ausgeschlossen worden
waren, wurde mithilfe der Tot/Lebend-Farbung (FVD) auf lebende Zellen gegatet. CD11c*MHC-II*
DCs wurden schlieRlich hinsichtlich ihrer MCPIP1- und IkB{-Fluoreszenz analysiert.

Single Cells

Abb. 2: Gating zur Ermittlung des Anteils lebender T-Zellen. Nach Ausschluss von Zell-
Aggregaten und Zelldebris mittels Forward und Side Scatter (FSC, SSC) wurde der Anteil
lebender T-Zellen Uber eine Tot/Lebend-Farbung (FVD) bestimmt.
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Abb. 3: Gating zur Analyse der Ty-Subgruppen I. Nach Gating auf einzelne Lymphozyten uber
Forward und Side Scatter (FSC, SSC) wurden unter Verzicht auf eine Tot/Lebend-Farbung
Treg-Zellen als CD4*FoxP3*-Zellen analysiert. CD4*IL-17*-Zellen wurden hinsichtlich ihrer
Expression von RORyt (Tul7), IFN-y (Twl-like Tnl7), IL-10 (protektive Twl7) und FoxP3
(anti-TH17 Treg) untersucht.
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Abb. 4: Gating zur Analyse der Tu-Subgruppen Il. Nach Gating auf einzelne Lymphozyten tber
Forward und Side Scatter (FSC, SSC) wurden CD4*-Zellen unter Verzicht auf eine Tot/Lebend-
Farbung beziglich ihrer Expression von IL-4 (Tu2) und IFN-y (Tul) analysiert.
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Abb. 5: Gating von mlIC¢p-Zellen. Nach Ausschluss von Zelldebris, Zelldoubletten und
sonstigen Storfaktoren von der Analyse mittels Gating auf die Epithelzellpopulation und
Einzelzellen Uber Forward und Side Scatter (FSC, SSC) wurden tote Epithelzellen mithilfe einer
Tot/Lebend-Farbung (FVD) von der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Die lebenden Einzel-
Epithelzellen wurden schlie3lich auf ihre MCPIP1- und IxB{-Fluoreszenz hin untersucht.

2.2.8 Analyse der zellularen Gen-Expression (qPCR)

2.2.8.1 RNA-Isolation

Die Isolierung der  zellularen RNA  erfolgte aus den in
RLT + 1 % B-Mercaptoethanol lysierten Zellen mithilfe des RNeasy Mini Kit
(Qiagen) nach Herstellerangaben. Die erhaltenen Lésungen isolierter RNA in
nucleasefreiem Wasser wurden anschlielend mithilfe des Nanodrop One
(Thermo Fisher) quantifiziert. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die isolierten

RNA-Proben kurzzeitig bei -20 °C oder langerfristig bei -80 °C gelagert.

2.2.8.2 DNase-Verdau

Um Reste genomischer DNA aus den isolierten RNA-Proben zu entfernen,
wurden die Proben mithilfe des DNA-free DNase Kit (Invitrogen) nach
Herstellerangaben weiter aufgereinigt. Fir den DNase-Verdau wurden jeweils
5 ug RNA eingesetzt. War dies aufgrund einer zu geringen RNA-Konzentration
in der isolierten Probe nicht méglich, wurde die gesamte RNA-LOsung eingesetzt
und im Uberschuss mit DNase verdaut. Die aufgereinigten RNA-Proben wurden
anschliel3end bei -80 °C bis -20 °C gelagert.
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2.2.8.3 Quantitative Real-Time PCR

Als Methode zur Quantifizierung der zellularen Genexpression wurde das
Verfahren der quantitativen Real-Time PCR (qPCR) mithilfe des QuantiFast
SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen) angewandt. Die qPCR wurde mit den
isolierten und DNase-verdauten RNA-Proben durchgefuhrt. Alle vorbereitenden
Schritte erfolgten unter RNase-freien Bedingungen auf Eis. Gemessen wurden
neben den Zielgenen fir MCPIP1 und IkB¢ auch B-Aktin als Housekeeping-Gen
(Primersequenzen s. Kapitel 2.1.8). Die Primer wurden in einer Konzentration
von 100 pmol/l eingesetzt. Wahrend (3-Aktin in 1:10 mit nucleasefreiem Wasser
verdinnten RNA-Proben gemessen wurde, erfolgte die g°PCR von MCPIP1 und
IxBg aus den unverdinnten RNA-Proben. Um die Replikations-Effizienz ermitteln
zu kénnen, wurde bei jeder gPCR zunachst ein Standardpool aus verwendeten
RNA-Proben mit erwarteter hoher Genexpression erstellt. Dieser wurde
anschlieBend mit nucleasefreiem Wasser zu einer Standardreihe der
Konzentrationen 1, 1:5, 1:25 und 1:125 verdinnt, die fur jedes untersuchte Gen
gemessen wurde. Zum Ausschluss von Verunreinigungen oder unspezifischer
Replikation wurde stets RNA-freies nucleasefreies Wasser als Negativkontrolle

fur jedes Gen gemessen.

Zur Vorbereitung der gPCR wurden zunéchst 1 pl der isolierten und verdauten
RNA-Proben (fir B-Aktin: 1:10-Verdinnung der Proben) bzw. der
Verdinnungsstufen der Standardreihe einzeln in die Wells einer geklhlten
96-Well-Platte gegeben. Fir jedes untersuchte Gen wurde ein Mastermix der
bendtigten Reagenzien hergestellt. Pro gemessenem Well mit Probe setzte sich
dieser aus 5 pl Sybr-Green Mix, 3,7 pl nucleasefreiem Wasser, 0,1 pl Forward-
Primer, 0,1 ul Reverse-Primer und 0,1 pl Reverser Transkriptase zusammen. In
jedes Well wurden 9 pl des entsprechenden Mastermixes zugefugt und durch
einmalige Resuspension mit der enthaltenen Probe vermischt. Vor der Messung
wurde die 96-Well-Platte mit Schutzfolie verschlossen und fur 1 min bei 1 000 g
zentrifugiert. Die eigentliche gqPCR erfolgte mithilfe eines LightCycler 480

(Roche) mit dem in Tab. 10 dargestellten Programm.
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Tab. 10: Reaktionsprogramm der quantitativen Real Time-PCR (qPCR)

gPCR-Schritt Temperatur Dauer
Reverse Transkription 50 °C 10 min
Initiale Aktivierung der PCR 95 °C 5 min
PCR: 40 Zyklen:
Denaturierung 95 °C 10s
Annealing/Extension 60 °C 30s
Schmelzkurven-Analyse:
Denaturierung 95 °C 5s
Kihlung 46 °C 1s
Schmelzen 95 °C 0,06 °C/s

2.2.8.4 Auswertung der qPCR

Die Auswertung der gPCR-Daten erfolgte mithilfe der LightCycler 480 Software
(Roche). Die Qualitat des gPCR-Laufs wurde durch Vergleich von sowohl
Amplifikationskurven als auch Schmelzkurven der Proben mit der
Negativkontrolle und Beurteilung der Standardreihe, mit der die
Replikationseffizienz E der verwendeten Primer-Paare im jeweiligen Durchlauf
berechnet wurde, Uberprift. Bei starken Abweichungen von der optimalen
Replikationseffizienz wurde statt der gemessenen Effizienz die theoretische
Replikationseffizienz E=2 fur die weitere Auswertung eingesetzt. Die
Quantifizierung der RNA-Expression erfolgte mithilfe der AAC-Methode. Hierbei
wurde die RNA-Expression des Ziel-Gens in stimulierten Zellen in Relation zur
Expression dieses Gens in der nicht stimulierten Kontrolle gesetzt. Um
Abweichungen durch unterschiedlich eingesetzte Mengen an RNA in den
einzelnen Proben auszugleichen, erfolgte die Normierung der Werte auf die
Expression des konstitutiv exprimierten und durch die Stimulation nicht
beeinflussten Housekeeping-Gens [B-Aktin. Die im Vergleich zur nicht-
stimulierten Kontrolle x-fach veranderte RNA-Expression R des untersuchten

Ziel-Gens Z normiert auf das Housekeeping-Gen H ergab sich unter Verwendung
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der Replikationseffizienz E und der einzelnen Schwellenwertzyklus-Werte C; wie

folgt:

EZC,(unstimuIiert)Z - Cy(stimuliert) ,
R =

EHC,(unstimuIiert)H - Cy(stimuliert)

2.2.9 Analyse der zellularen Zytokin-Expression (ELISA)

Zur Quantifizierung der Expression der Zytokine IL-6, IL-10, IL-1B und TNF-a
wurden unter Verwendung der OptEIA-Kits (BD) Enzyme-linked Immunosorbent
Assays (ELISA) der Zellkultur-Uberstande von 16 h-stimulierten Zellen nach
Herstellerangaben durchgefihrt. Die Bestimmung der Konzentration von IL-23 in
Zellkultur-Uberstanden erfolgte mithilfe des Quantikine ELISA-Kits (R&D) nach
Hersteller-Angaben. Die Messung der Farbintensitat zur Berechnung der Zytokin-
Konzentration am Ende der ELISA-Versuche erfolgte mithilfe des ELISA-

Readers Infinite F50 (Tecan) bei Wellenlangen nach Herstellerangaben.

2.2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe von GraphPad Prism
(GraphPad Software). Zwei Experimental-Gruppen wurden dabei mithilfe eines
ungepaarten t-Tests verglichen, mehrere Gruppen tUber eine Analysis of Variance
(ANOVA). Konnte nicht von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen
werden, wurden stattdessen Mann-Whitney- bzw. Kruskal-Wallis-Tests
verwendet. In dieser Arbeit sind die Daten als Mittelwerte + Standardabweichung
dargestellt. Statistische Signifikanz ist Uber p-Werte wie folgt angegeben:
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von kB und MCPIP1 in dendritischen

Zellen

3.1.1 IkBZ- und MCPIP1-Expression in BMDCs nach Stimulation

mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk

In dieser Studie sollte zunachst untersucht werden, ob die 1kBZ- und MCPIP1-
Expression in dendritischen Zellen durch pathobiontische Kommensalen anders
beeinflusst wird als durch symbiontische, um die unterschiedlichen Effekte dieser
Mikroorganismen im Rahmen intestinaler Inflammation besser erklaren zu
konnen. Dazu wurden wie bereits beschrieben BMDCs aus dem Knochenmark
von Wildtyp-M&ausen generiert und fur eine Dauer von 2 h, 4 h oder 16 h mit den
Modell-Kkommensalen B. vulgatus mpk und E. colimpk bei einer MOI=1
stimuliert oder blieben als Kontrolle unstimuliert (mock). Anschliel3end wurde die
MRNA-Expression der untersuchten Proteine mittels gPCR, die Protein-
Expression mithilfe von Durchflusszytometrie (FACS) der stimulierten Zellen

analysiert.

Die Stimulation mit E. coli mpk fuhrte bereits nach einer Stimulationszeit von 2 h
zu einem deutlichen Anstieg des IkB{-mRNA-Levels (113,5 + 40,1-fach) im
Vergleich zu nicht stimulierten mock-Zellen (Abb. 6 A). Im Gegensatz dazu stieg
die 1kB{-mRNA bei einer Stimulation mit B. vulgatus mpk nur schwach
(7,3 £ 7,2-fach; p****vs. EC) im Vergleich zu unstimulierten Zellen an. Im
zeitlichen Verlauf nach 4 h Stimulation zeigte sich bei E. coli mpk-stimulierten
Zellen ein leichter Riickgang des IkBC-mRNA-Levels (88,3 + 45,2-fach), wéahrend
die Genexpression bei B. vulgatus mpk-stimulierten BMDCs leicht anstieg
(14 £ 8,3-fach; p** vs. EC). Auf Protein-Ebene konnten im Rahmen der FACS-
Analyse vergleichbare Ergebnisse beobachtet werden (Abb. 6 B). Wahrend sich
der Anteil von IkB{*-Zellen an MHC-11"CD11c*-BMDCs nach 4 h Stimulation mit
B. vulgatus mpk (4,2 £ 3,2 %) auf dem Level unstimulierter Zellen (2,4 = 1,2 %;

ns vs. BV) bewegte, fihrte die Exposition gegeniber E. colimpk zu einem
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deutlich erhéhten Anteil an 1kBC*-BMDCs (74,4 + 6 %; p** vs. mock). Bei einer
langeren Stimulationszeit von 16 h konnte ein Rickgang dieses Wertes auf
ungefahr die Halfte des 4 h-Wertes beobachtet werden (40,22 + 15,8 %;
p** vs. mock). Die Prozentsatze der mock- (6,6 £ 3 %) und B. vulgatus mpk-
stimulierten Gruppe (10,2 + 5,3 %) stiegen bei 16 h Stimulation hingegen nur
leicht an. Auch wenn der Unterschied zwischen B. vulgatus mpk- und
E. coli mpk-stimulierter Gruppe in beiden untersuchten Zeitpunkten recht deutlich

ausfiel, liel3 sich statistisch keine signifikante Differenz nachweisen.

Auch die Spiegel von MCPIP1-mRNA wurden durch bakterielle Stimulation
beeinflusst (Abb. 6 A). So zeigte sich gleichsinnig zur Anderung der lkB{-mRNA-
Level auch hier in 2 h mit E. coli mpk stimulierten BMDCs ein signifikant hoherer
Anstieg (11,4 +6,5-fach) als in der B. vulgatus mpk-stimulierten Gruppe
(2,7 £ 1,6-fach). Im Zeitverlauf nach 4 h Stimulation veranderten sich diese Werte
zwar nur leicht, ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
B. vulgatus mpk-  (5,5%7,6-fach) und E. coli mpk-stimulierten  Zellen
(12,5 + 8,9-fach) konnte jedoch nicht mehr festgestellt werden. Im Kontrast zur
deutlich erkennbaren Stimulus-Abhangigkeit der MCPIP1-Expression auf mRNA-
Ebene waren sowohl bei 4 h als auch bei 16 h Stimulationszeit auf Protein-Ebene
keine Unterschiede zwischen den Stimuli erkennbar (Abb. 6 B). Die MCPIP1-
Fluoreszenz der untersuchten Zellen war unabhéngig von bakterieller Stimulation
auf dem Level der unstimulierten Kontrolle. Die Hohe der MCPIP1-Fluoreszenz
anderte sich in den einzelnen Stimulus-Gruppen nicht im untersuchten

Zeitverlauf.

Zusammenfassend konnte somit beobachtet werden, dass die Stimulation von
BMDCs mit E. coli mpk zu einem deutlichen Anstieg der 1kB{- und MCPIP1-
Expression auf RNA-Ebene, jedoch auf Protein-Ebene nur zu einem Anstieg der
IxBC-Expression im Vergleich zu B. vulgatus mpk-stimulierten und unstimulierten
Zellen fiuhrte. Die MCPIP1-Protein-Expression war unabhangig vom Stimulus
und der Stimulationszeit stets vergleichbar mit der von der unstimulierten

Kontrolle gezeigten Expression.
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Abb. 6: IkB{- und MCPIP1-Expression in BMDCs nach Stimulation mit kommensalen
Bakterienstammen. WT-BMDCs wurden fir 2 h, 4 h oder 16 h mit B. vulgatus mpk (BV) oder
E. coli mpk (EC) (MOI = 1) stimuliert, Kontrollen blieben unstimuliert (mock). Die Expression von
IxkBC und MCPIP1 wurde anschlieBend auf RNA-Ebene mithilfe von qPCR (n = 7-12) (A), auf
Protein-Ebene via FACS (n = 5) (B) der stimulierten Zellen analysiert. Dargestellt sind Mittelwerte
mit Standardabweichung. **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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3.1.2 Zytokin-Sekretion von BMDCs nach Stimulation mit
B. vulgatus mpk und E. coli mpk

Zur Analyse von Unterschieden im von bakteriell stimulierten DCs sezernierten
Zytokin-Profil mit Blick auf die Zytokin-vermittelte T-Zell-Differenzierung wurden
die Uberstande von 16 h mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk bei einer MOI = 1
stimulierten BMDCs gewonnen, die enthaltenen Konzentrationen der fur die
Trul7-Induktion wichtigen Zytokine IL-6, IL-1B und IL-23 (Bettelli et al., 2006;
Acosta-Rodriguez et al., 2007; Mailer et al., 2015) und des antiinflammatorischen
Zytokins IL-10 mittels ELISA bestimmt und mit den entsprechenden

Konzentrationen in Uberstanden unstimulierter Zellen (mock) verglichen.

Die Stimulation von BMDCs mit E. coli mpk fuhrte im Vergleich zur Stimulation
mit B. vulgatus mpk zu einer deutlich, jedoch nicht immer statistisch signifikant
erhohten Sekretion der untersuchten Zytokine (Abb. 7). Dabei zeigten sich hohe
Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine IL-6 (69172 + 9233 pg/ml),
IL-13 (1805 % 452,3 pg/ml) und IL-23 (3863 + 224 pg/ml) und eine im Vergleich
dazu nur geringe Konzentration des antiinflammatorischen IL-10
(648,9 + 74,4 pg/ml). Wahrend IL-18 (130,7 £ 107,1 pg/ml; nsvs. EC), IL-23
(30,7 £ 3,5 pg/ml; p**** vs. EC) und IL-10 (60,2 + 10,6 pg/ml; p**** vs. EC) in den
Uberstéanden B. vulgatus mpk-stimulierter  Zellen in vergleichbaren
Konzentrationen wie in den jeweiligen unstimulierten Kontrollen nachgewiesen
werden konnten, war die Sekretion von IL-6 nach Stimulation mit B. vulgatus mpk
gesteigert (1995 £ 631,2 pg/ml; ns vs. EC) im Vergleich zur mock-stimulierten
Gruppe (500,8 + 202 pg/ml), obgleich dieser Unterschied keine statistische
Signifikanz aufwies.

Zusammenfassend lie3 sich somit nur nach Stimulation von DCs mit dem
Pathobionten E. coli mpk eine Induktion der Sekretion proinflammatorischer,
Tul7-induzierender Zytokine, aber auch des antinflammatorischen IL-10
beobachten.
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Abb. 7:  Zytokin-Sekretion von BMDCs nach Stimulation mit kommensalen
Bakterienstammen. WT-BMDCs wurden fur 16 h mit B. vulgatus mpk (BV) oder E. coli mpk (EC)
(MOI = 1) stimuliert, Kontrollen blieben unstimuliert (mock). Anschlieend wurden die Zellkultur-
Uberstande gewonnen und die darin enthaltenen Konzentrationen von IL-6, IL-18, IL-23 und IL-10
mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. n = 2-5. *p < 0,05;
**p < 0,01; ****p < 0,0001.

3.1.3 IkB{- und MCPIP1-Expression in BMDCs nach Stimulation
mit murinen Mikrobiota-Suspensionen

Da DCs in vivo nicht mit einzelnen Bakterien-Stdmmen, sondern einer komplexen
intestinalen Flora konfrontiert werden, sollte im Folgenden der Einfluss
verschieden zusammengesetzter intestinaler Mikrobiota auf die Expression von
kB und MCPIP1 in DCs in vitro untersucht werden. Daflr wurden Wildtyp-
BMDCs fir eine Stimulationszeit von 2 h, 4 h oder 16 h mit Hitze-inaktivierten
Mikrobiota-Suspensionen aus den Faeces von Ragl’-Mausen mit
dysbiotischem intestinalem Mikrobiom (DYS), Ragl/-Mausen mit Dysbiose, die
an einer T-Zell-Transfer-Colitis litten (DYS+TC), sowie von Ragl’-Mausen mit
B. vulgatus mpk-angereichertem dysbiotischem Mikrobiom und T-Zell-Transfer-

Colitis (DYSBV+TC) stimuliert. AnschlieRend wurde die 1kBC- und MCPIP1-
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Expression auf mRNA- und Proteinebene mithilfe von gPCR- bzw. FACS-

Analyse quantifiziert.

Bei Stimulation mit allen drei verwendeten Mikrobiota-Suspensionen konnte
bereits nach 2 h eine im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen (mock) deutliche
Erhohung der IkBE-mRNA-Spiegel beobachtet werden (Abb. 8 A). Diese war in
der DYSBV+TC-stimulierten Gruppe tendenziell niedriger ausgepragt
(21,8 £ 2,6-fach) als in BMDCs, die mit den Suspensionen
DYS (33,5 £ 12,5-fach) bzw. DYS+TC (29 + 6,9-fach) stimuliert worden waren.
Nach einer Stimulationszeit von 4 h zeigte sich dieser Unterschied auf Protein-
Ebene deutlich als signifikant geringerer Anteil IkB{*-Zellen in der DYSBV+TC-
stimulierten Gruppe (25,2 £ 7,3 %) im Vergleich zu den mit DYS (51,2 £ 7,3 %)
bzw. DYS+TC (39,6 £8 %) stimulierten Proben (Abb.8B). Nach 16 h
Stimulationszeit war diese Diskrepanz zwischen der DYSBV+TC-Gruppe und
den beiden anderen Stimuli tendenziell noch immer vorhanden, jedoch statistisch

nicht mehr signifikant.

Die Stimulation mit Mikrobiota-Suspensionen fir 2 h flhrte ebenfalls zu einer
Erhéhung der MCPIP1-mRNA-Spiegel im Vergleich zu mock, wenn auch in
geringerem Ausmal3, als dies bei IkBL-mRNA zu beobachten war (Abb. 8 A).
Auch zeigten sich keine relevanten Stimulus-abhangigen Unterschiede in der
Hohe der MCPIP1-mRNA. In der FACS-Analyse 4 h stimulierter BMDCs konnte
kein Einfluss der Stimulation mit Mikrobiota-Suspensionen auf die MCPIP1-
Protein-Expression  festgestellt werden (Abb.8B). Erst bei einer
Stimulationsdauer von 16 h zeigte sich eine leicht verminderte MCPIP1-
Fluoreszenz der DYSBV+TC-stimulierten BMDCs (MFI 73935 £ 5940) im
Vergleich zu den mit DYS (MFI 88711 + 17351; ns vs. DYSBV+TC) und DYS+TC
(MFI 89485 + 4444; ns vs. DYSBV+TC) stimulierten Gruppen.

Insgesamt l&asst sich somit festhalten, dass vor allem die Expression von I«xBC in
DCs deutlich durch Stimulation mit murinen Mikrobiota-Suspensionen induziert
wurde. Hierbei schien ein hoherer Anteil an B. vulgatus mpk in der Mikrobiota zu
einer im Vergleich mit den anderen Mikrobiota-Suspensionen verringerten 1kB(-

Expression in den untersuchten Stimulationszeitrdumen zu fuhren.
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Abb. 8: IkBC- und MCPIP1-Expression in BMDCs nach Stimulation mit murinen Mikrobiota-
Suspensionen. WT-BMDCs wurden mit Suspensionen (100 pug/ml) der hitzeinaktivierten Faeces
von Ragl”-Mausen mit dysbiotischer intestinaler Mikrobiota (DYS), Ragl”-Mausen mit
intestinaler Dysbiose und T-Zell-Transfer-Colitis (DYS+TC) oder Ragl”-M&usen mit
B. vulgatus mpk-angereicherter dysbiotischer Mikrobiota mit T-Zell-Transfer-Colitis (DYSBV+TC)
stimuliert, Kontrollen blieben unstimuliert (mock). Die Analyse der IkB{- und MCPIP1-Expression
erfolgte nach 2 h Stimulation auf RNA-Ebene via gPCR (A), nach 4 h und 16 h auf Protein-Ebene
mithilfe der Durchflusszytometrie (B). Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. n = 5.
*p < 0,05; ***p < 0,001.
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3.1.4 Zytokin-Sekretion von BMDCs nach Stimulation mit
murinen Mikrobiota-Suspensionen

Um auch die Auswirkungen der Mikrobiota-Suspensionen DYS, DYS+TC und
DYSBV+TC auf die fur die T-Zell-Differenzierung wichtige Zytokin-Sekretion von
DCs mit der Zytokin-Sekretion bei Einzelstimulation mit Patho- und Symbionten
vergleichen zu konnen, wurden die Uberstande von 16 h mit den genannten
Mikrobiota-Suspensionen (100 pg/ml) stimulierten BMDCs via ELISA auf die
Konzentrationen der Tul7-induzierenden Zytokine IL-6, IL-1 und IL-23 (Bettelli
et al., 2006; Acosta-Rodriguez et al., 2007; Mailer et al., 2015) und des

antiinflammatorischen IL-10 untersucht.

Generell hatte die Stimulation mit Mikrobiota-Suspensionen einen deutlichen
Anstieg der Konzentrationen der untersuchten Zytokine (Abb. 9) im Vergleich zu
unstimulierten Kontrollen (s. Abb. 7) zur Folge. Mit Blick auf den Einfluss der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Mikrobiota-Suspensionen konnten
tendenziell geringere Zytokin-Konzentrationen in den Uberstanden DYS+TC-
und besonders DYSBV+TC-stimulierter BMDCs gemessen werden, als dies bei
DYS-stimulierten DCs der Fall war. Die Konzentration an IL-6 war im Uberstand
der DYSBV+TC-stimulierten Gruppe (48470 £ 11964 pg/ml) im Vergleich zur
IL-6-Konzentration der DYS-stimulierten Proben (66238 + 6820 pg/ml) sogar
signifikant geringer. Relativ zur IL-6-Konzentration in DYS+TC-stimulierten
Proben (56727 + 9864 pg/ml) zeigte sich kein signifikanter Unterschied.

Abschlie3end lasst sich somit eine geringer ausgepragte Zytokin-Sekretion von
DCs bei Stimulation mit B. vulgatus mpk-angereicherter Mikrobiota festhalten,
sodass ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus der Zytokin-Analyse der mit
B. vulgatus mpk allein stimulierten DCs (s. Abb. 7) von einer reduzierten
Sekretion Tul7-induzierender Zytokine bei Anwesenheit des symbiontischen

Kommensalen ausgegangen werden kann (Michaelis et al., 2021).

52



Ergebnisse

80000+ 2500
_.  60000- — 2000 T
E £ 15004 .
B’ [@)] °
2 400004 e
© @ 1000
= | A4
20000 = oo-
0- 04
DYS DYS+TC DYSBV+TC DYS DYS+TC DYSBV4TC
4000- 1000+
L] °
—  3000- _I_ = 8007
= : S 600-
£ 2000- 2
Q S 400-
A _ A4
4 1000 2 Loo-
0- 0-
DYS DYS+TC DYSBV+TC DYS DYS+TC DYSBV4TC

Abb. 9: Zytokin-Sekretion von BMDCs nach Stimulation mit murinen Mikrobiota-
Suspensionen. WT-BMDCs wurden fiir 16 h mit Suspensionen (100 pg/ml) der hitzeinaktivierten
Faeces von Ragl”-Mausen mit dysbiotischer intestinaler Mikrobiota (DYS), Ragl/-Mausen mit
intestinaler Dysbiose und T-Zell-Transfer-Colitis (DYS+TC) oder Ragl”-Mausen mit
B. vulgatus mpk-angereicherter dysbiotischer Mikrobiota mit T-Zell-Transfer-Colitis (DYSBV+TC)
stimuliert. Die Zellkultur-Uberstande wurden nach Ende der Stimulationszeit gewonnen und die
darin enthaltenen Konzentrationen an IL-6, IL-1(3, IL-23 und IL-10 mittels ELISA quantifiziert.
Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. n = 3-5. *p < 0,05.

3.1.5 TLR-abhangige Expression von IkB{ und MCPIP1 in
BMDCs nach Stimulation mit B.vulgatus mpk und
E. coli mpk

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die kommensalen Bakterienstdmme
B. vulgatus mpk und E. colimpk einen unterschiedlichen Effekt auf die
Expression von kB und MCPIP1 in DCs haben, sollte nachfolgend untersucht
werden, Uber welche Signalwege die bakteriellen Stimuli die intrazellulare
Expression der untersuchten Proteine beeinflussen. Da TLRs als PRRs eine
entscheidende Rolle in der Phagozytose von Antigenen durch DCs
zugeschrieben wird (Akira et al.,, 2006), sollte ermittelt werden, ob diese
Rezeptorgruppe fur die kommensal induzierte I1kBC- und MCPIP1- Expression

relevant ist. Weil TLR2 und TLR4 mit bakteriellen Lipoproteinen (Aliprantis et al.,
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1999) bzw. LPS (Chow et al.,, 1999) wichtige Antigene der Gram-negativen
Modell-Kkommensalen binden kénnen, wurde der Fokus auf diese Rezeptor-
Subtypen gelegt. Zur Analyse der TLR-Funktion wurden BMDCs aus dem
Knochenmark von TLR-Knockout-Mausen der Genotypen TIr27-, Tlr4” und
TIr2--xTIr4”- und von WT-Mausen als Kontrolle generiert und fir 0 h, 2 h, 4 h oder
16 h mit B. vulgatus mpk oder E. coli mpk stimuliert bzw. blieben unstimuliert
(mock). Nach Ende der jeweiligen Stimulationszeit wurde die 1kB- und MCPIP1-
Expression der BMDCs auf Protein-Ebene mithilfe von FACS untersucht. Die

Analyse der mRNA-Expression erfolgte fur die 2 h stimulierten Proben via qPCR.

Waéhrend die Stimulation von WT-BMDCs mit E. coli mpk fur 2 h, wie bereits in
vorausgehenden Experimenten gezeigt, zu einem deutlichen Anstieg der
IkBC-mRNA-Expression im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle fihrte
(175,6 + 70,8-fach), fiel dieser in TIr2”--BMDCs (101,5 * 30,3-fach) und
TIr4--BMDCs (30,6 + 12,6-fach) signifikant geringer aus (Abb. 10 A). DCs, die
weder TLR2 noch TLR4 exprimierten (TIr2"-xTIr4"-), zeigten nach Stimulation mit
E. colimpk keinen relevanten Anstieg der IkB{-mRNA-Expression
(1,6 + 0,7-fach; p**** vs. WT) im Vergleich zu mock-stimulierten Zellen. Bei den
mit B. vulgatus mpk stimulierten Gruppen zeigte sich hingegen eine generell nur
geringe Erhdhung der 1kBC-mRNA im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle.
Zwar war auch hier die IkBC-mRNA-Expression in WT-BMDCs tendenziell starker
ausgepragt (4,1 + 1,6-fach) als in TIr2/-- (1,3 + 0,2-fach), TIr4"- (3,3 + 1,3-fach)
und TIr2/xTIr4/--Zellen (1 = 0,2-fach), diese Unterschiede wiesen jedoch keine

statistische Signifikanz auf. (Michaelis et al., 2021)

Die MCPIP1-mRNA-Level nach bakterieller Stimulation schienen auf
vergleichbare Weise abhéngig von TLR-Aktivierung zu sein (Abb. 10 A). So war
auch hier in der E. coli mpk-stimulierten Gruppe die MCPIP1-mRNA-Expression
von TIr27--BMDCs leicht (7,1 + 2,9-fach; nsvs. WT) und von TIr4”-BMDCs
deutlich (3,8 = 0,9-fach; p***vs. WT) verringert im Vergleich zur WT-Gruppe
(9,3 £ 2,8-fach). Auch MCPIP1 wurde in TIr27-xTIr4"--DCs auf RNA-Ebene nach
E. coli mpk-Stimulation nicht starker exprimiert als in unstimulierten Zellen

(1,2 £ 0,5-fach; p**** vs. WT). Die Stimulation mit B. vulgatus mpk fihrte zwar
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insgesamt nur zu einer geringen Induktion der MCPIP1-mRNA-Expression, es
konnte jedoch auch in dieser Gruppe ein tendenziell, wenn auch nicht statistisch
signifikant, geringerer Anstieg in TIr2--- (1,2 £ 0,2-fach) und TIr27-xTIr4"--BMDCs
(1,1 £ 0,2-fach) im Vergleich zu WT-Zellen (2,4 + 0,7-fach) beobachtet werden.

Die TLR-abhangigen Unterschiede in der IxkB{-mRNA-Expression konnten
weitestgehend auch bei Untersuchung der IkB(-Protein-Expression bestatigt
werden (Abb. 10 B). So fuhrte die Stimulation mit B. vulgatus mpk zu keinem
relevanten Anstieg der IkBC-Spiegel im Vergleich zur unstimulierten Gruppe.
Auch konnten keine signifikanten TLR-abhéngigen Unterschiede in der
IxkBC-Expression auf Protein-Ebene festgestellt werden. Anders stellte sich dies
in der E. coli mpk-stimulierten Gruppe dar. Hier konnte Ubereinstimmend mit
anderen Versuchen (s. Abb. 6) bereits ab einer Stimulationsdauer von 2 h ein
deutlicher Anstieg des IkB{-Proteins in WT-BMDCs (MFI 2590 £ 336,3) im
Vergleich zu nicht stimulierten WT-Zellen (MFI 822,3 +119,4) beobachtet
werden. Diese Erhéhung des IkB(-Proteins war in TIr4-/--DCs erheblich verringert
(MFI 1285 + 57,3; p**** vs. WT) und in TIr2"xTIr47-DCs vollstandig aufgehoben
(MF1842,2 +72,8; p****vs. WT). Die IxB(-Protein-Spiegel in TIr2”--BMDCs
waren relativ zu WT-Zellen hingegen nur leicht verringert (MFI 2427 + 439,7,
ns vs. WT). (Michaelis et al., 2021)

Im Vergleich zu 1kB( zeigte sich bei der Analyse der MCPIP1-Protein-Expression
ein anderes Bild (Abb. 10 B). Hier liel3 sich weder nach 2 h noch nach 4 h
Stimulation mit B. vulgatus mpk oder E. colimpk eine Verédnderung der
MCPIP1-Konzentration im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle bzw. zu 0 h
stimulierten BMDCs erkennen. Auch konnte kein TLR-Status-abhangiger
Unterschied in der MCPIP1-Protein-Expression nachgewiesen werden. Erst nach
einer Stimulationsdauer von 16 h konnte in E. coli mpk-stimulierten WT-
(MFI 7912 +982,1) und TIr2"-BMDCs (MFI 8392 + 1497; nsvs. WT) ein
maRiger Anstieg des MCPIP1-Proteins beobachtet werden. Sowohl in TIr4/-DCs
(MFI 6181 + 567,8; p* vs. WT) als auch in TIr27-xTIr4"-Zellen (MFI 6030 + 502,3;

p** vs. WT) blieb dieser Anstieg auch nach 16 h E. coli mpk-Stimulation aus.
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Zusammenfassend deuten diese Beobachtungen auf eine entscheidende Rolle
von TLR4 in der bakteriell induzierten 1kBZ- und MCPIP1-Expression in DCs hin.
Zu einem gewissen Teil scheint auch TLR2 in die Signalkaskade eingebunden
zu sein. (Michaelis et al., 2021)
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Abb. 10: TLR-abhéngige Expression von IkB und MCPIP1 in bakteriell stimulierten
BMDCs. BMDCs von WT-Mausen und der TLR-Knockout-Mause TIr27, TIr4” und
TIr2"-xTIr4" wurden fir 0 h, 2 h, 4 h oder 16 h mit B. vulgatus mpk (BV) oder E. coli mpk (EC)
stimuliert (MOI = 1), Kontrollen blieben unstimuliert (mock). Die IkB{- und MCPIP1-Expression
wurde auf RNA-Ebene durch qPCR der 2 h-stimulierten BMDCs untersucht (A), auf Protein-
Ebene fur alle Zeitpunkte via FACS (B). Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung.
n = 4-5. ns: nicht signifikant; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 vs. WT.

(A & B: IxkB{ modifiziert nach Michaelis et al., 2021)
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3.1.6 TLR-abhangige Maturation von BMDCs nach Stimulation
mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk

Um die Funktion der unterschiedlichen TLRs bei der Stimulations-induzierten
DC-Maturation aufzuklaren, wurden die 16 h lang mit B. vulgatus mpk,
E. colimpk oder nicht stimulieten BMDCs der Genotypen TIr27, TIr4” und
TIr2-xTIr47- und von WT-Méausen mithilfe von FACS auf den Anteil der MHC-II
besonders stark exprimierenden DCs (MHC-1I"*) untersucht.

Wahrend es nach 16 h Stimulation mit E. coli mpk (Abb. 11) in den WT-Proben
zu einem deutlichen Anstieg des Anteils MHC-II"*-BMDCs im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle des gleichen Genotyps kam (2,3 + 0,3-fach), war dieser
in TIr2"--Proben deutlich vermindert (1,5 = 0,2-fach; p****vs. WT). Bei mit
E. coli mpk stimulierten Tlr4/- (1,2 + 0,1-fach; p**** vs. WT) und TIr2/xTIr4--
BMDCs (1,1 £ 0,02-fach; p**** vs. WT) konnte hingegen kein Anstieg der
MHC-1I"*-Zellen beobachtet werden.

Auch in 16 h mit B. vulgatus mpk stimulierten WT-BMDCs (Abb. 11) stieg der
Anteil an Zellen mit MHC-II"*-Phanotyp im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
leicht an (1,5 + 0,1-fach). In den anderen Genotypen zeigte sich dieser Anstieg
nicht, sodass auch mit B. vulgatus mpk-stimulierte TIr4”-- (1,1 £ 0,1-fach) und
TIr2"-xTIr4--DCs (1,1 = 0,1-fach) einen signifikant geringeren Anteil MHC-II"*-
Zellen als die entsprechend stimulierten WT-DCs aufwiesen. Obwohl sich auch
der Prozentsatz der MHC-II"*-Zellen in TIr2/-Zellen nach Stimulation mit
B. vulgatus mpk kaum vom mock-Level abhob (1,1 + 0,1-fach), lie3 sich im

Vergleich zu WT-Zellen keine statistisch signifikante Reduktion feststellen.

Im Uberblick scheinen TLRs damit auch eine Funktion vor allem bei der
E. coli mpk-induzierten DC-Maturation zu haben. So fuhrte die Abwesenheit von
TLR2 zu einer vermindert ausgepragten Maturation der stimulierten DCs. Bei
Knockout des TLR4 kam es zu keiner Maturation der BMDCs im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle. Somit ist auch fir die E. coli mpk-induzierte

DC-Maturation in vitro eine entscheidende Rolle des TLR4 anzunehmen.
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Abb. 11: TLR-abhangige Maturation bakteriell stimulierter BMDCs. BMDCs von WT-, Tlr2,
TIr4/-- oder TIr2xTIr47--Mausen, die 16 h mit B. vulgatus mpk (BV), E. coli mpk (EC) (MOI = 1)
oder nicht stimuliert (mock) worden waren, wurden mithilfe von FACS auf den Anteil
MHC-II"*-Zellen als Marker fiir die DC-Maturation untersucht. Dargestellt sind Mittelwerte der auf
die unstimulierten Kontrolle normierten MHC-IIM*-Anteile mit Standardabweichung. n=4.
ns: nicht signifikant; *p < 0,05; ***p < 0,0001.

3.1.7 Einfluss von DC-Zytokinen auf IkB{- und MCPIP1-
Expression in nicht bakteriell stimulierten BMDCs

Nachdem in zuriickliegenden Studien der Arbeitsgruppe ein positiver autokriner
IL-6-Feedback-Loop im Rahmen der B. vulgatus mpk-induzierten
DC-Semimaturation beschrieben wurde (Frick et al., 2006; Frick et al., 2010),
sollte im Folgenden untersucht werden, ob von bakteriell stimulierten DCs
sezernierte Zytokine auch die 1kBC- und MCPIP1-Expression von DCs, die
keinem bakteriellen Stimulus ausgesetzt waren, beeinflussen kénnen. Dazu
wurden zunachst BMDCs von WT-Mausen generiert und fur 16 h bei einer
MOI =1 mit B.vulgatus mpk, E. colimpk oder nicht (mock) stimuliert. Die
Uberstande der Zell-Kultur wurden gepoolt und, um Kontamination zu vermeiden
und verbliebene Bakterien zu entfernen, steril filtriert, sodass die drei
Stimulationslésungen mock-US, BV-US und EC-US entstanden. Um TLR-
abhangige Effekte von eventuell in den Stimulationslésungen verbliebenen
bakteriellen Bestandteilen wie LPS zu vermeiden und ausschlief3lich den Einfluss
der enthaltenen Zytokine untersuchen zu konnen, wurden BMDCs aus

TIr2-xTIr4/--Mausen generiert. Diese wurden schlieBlich fir 2 h, 4 h oder 16 h
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mit den jeweiligen Uberstanden (30 % des finalen Volumens) stimuliert. Zur
besseren Analyse der IL-6-Wirkung wurden BMDCs dartber hinaus mit den
genannten  Uberstanden unter Zugabe eines IL-6-neutralisierenden
monoklonalen Antikorpers (alL-6; 6 pg/ml) stimuliert. Als Kontrolle erfolgte die
Stimulation mit rekombinantem Maus-IL-6 (rIL-6; 100 ng/ml), einer Mischung von
alL-6 und rIL-6 (alL-6+rIL-6) und DC-Medium (mock). Nach Ende der
Stimulationszeit konnte die 1kBC- und MCPIP1-Protein-Expression mithilfe von

FACS analysiert werden.

Um zu Uberprifen, ob die verwendeten DC-Uberstande Zytokine iberhaupt in
unterschiedlichem Ausmalf enthielten, erfolgte exemplarisch die Bestimmung der
Konzentrationen an IL-6 und TNF-a in den Uberstanden mock-US, BV-US und
EC-US mittels ELISA. Hier zeigte sich sowohl fiir IL-6 (51659 + 5001 pg/ml) als
auch fur TNF-a (4335 pg/ml) eine deutliche Erhdéhung der Zytokin-
Konzentrationen im Uberstand von E. coli mpk-stimulierten BMDCs. Im
Gegensatz dazu war in BV-US die Konzentration an IL-6 (4121 + 12 pg/ml) und
TNF-a (43,44 pg/ml) nur leicht erhéht im Vergleich zur Konzentration in
mock-US (IL-6: 244,5 + 64,7 pg/ml bzw. TNF-a: 25 pg/ml). Ubereinstimmend mit
den Ergebnissen aus Kapitel 3.1.2 konnten somit unterschiedliche Zytokin-Profile

der Stimulations-Uberstande angenommen werden.

Im Rahmen der FACS-Analyse zeigten sich in der IkB{-Protein-Expression uber
alle untersuchten Zeitpunkte hinweg keine relevanten Stimulus-abhangigen
Unterschiede (Abb. 12). Die IxB{-Konzentration bewegte sich stets auf dem
Level der nicht stimulierten Kontrolle (mock) des jeweiligen Zeitpunkts.
Insgesamt konnte im Zeitverlauf ein leichter Anstieg der 1kB{-Protein-Spiegel

beobachtet werden. Dieser war jedoch nicht Stimulus-, sondern Zeit-abhangig.

Auch die MCPIP1-Protein-Expression der BMDCs schien nicht durch die
Stimulation mit den Uberstandslosungen beeinflusst zu werden (Abb. 12). So
zeigten sich keine wesentlichen Veranderungen der MCPIP1-Spiegel der
stimulierten DCs im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen (mock). Im
Zeitverlauf konnte im Gegensatz zur IkBC-Expression nur eine sehr geringe

Steigerung der MCPIP1-Protein-Level insgesamt beobachtet werden.
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Abb. 12: kB~ und MCPIP1-Expression in BMDCs nach Stimulation mit BMDC-
Uberstanden. TIr27xTIr4"-BMDCs wurden fiir 2 h, 4 h oder 16 h mit Uberstanden (30 % des
finalen Volumens) von B. vulgatus mpk- (BV-US), E. coli mpk- (EC-US) (MOI = 1) oder nicht
stimulierten BMDCs (mock-US) stimuliert, Kontrollen wurden mit DC-Medium stimuliert (mock).
Weitere Proben wurden mit den jeweiligen Ubersténden unter Zugabe von IL-6-neutralisierendem
anti-IL-6-Antikdrper (alL-6) stimuliert, wobei Kontrollen mit rekombinantem IL-6 (rIL-6) und rIL-6
unter Zugabe von alL-6 stimuliert wurden. Die Expression von IxBZ- und MCPIP1-Protein wurde
nach Ende der Stimulationszeit mithilfe von FACS quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte mit
Standardabweichung. n = 4-5. ns: nicht signifikant.

Im Hinblick auf die Rolle von IL-6 in der Zytokin-vermittelten IxBC- und MCPIP1-
Expression in DCs liel3en sich keine Unterschiede zwischen BMDCs, die mit den
Uberstanden mock-US, BV-US oder EC-US stimuliert worden waren und
BMDCs, die mit den Uberstanden unter Zusatz von IL-6-antagonisierendem alL-6

stimuliert worden waren, feststellen. Auch die Stimulation mit rIL-6 allein fUhrte
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unabhangig von der Stimulationsdauer zu keiner relevant veranderten
Expression von IkB{ und MCPIP1 auf Proteinebene im Vergleich zur

unstimulierten Kontrolle.

Zur Beurteilung, ob sich das von bakteriell stimulierten DCs sezernierte Zytokin-
Profil auf die Maturation von immaturen dendritischen Zellen auswirkte, wurde
abschlieRend durch FACS-Analyse der Anteil an MHC-II"*-BMDCs nach 16 h-

Stimulation bestimmt.

Sowohl bei den mock-US- als auch bei den BV-US-stimulierten BMDCs war der
Anteil an MHC-II"*-Zellen nach 16 h Stimulation nicht erhoht, sondern auf dem
Level der mock-Kontrolle (Abb. 13). Auch die Zugabe von alL-6 zu den
Uberstanden veranderte die MHC-II-Expression nicht. Bei Stimulation mit EC-US
zeigte sich hingegen ein Anstieg des Anteils an MHC-1I"*-DCs (1,7 + 0,3-fach),
der damit signifikant hoher ausfiel als in mock-US- (1 +0,1-fach) und
BV-US-stimulierten Proben (1 + 0,1-fach). Die Neutralisierung der Wirkung von
IL-6 durch alL-6 wirkte sich auch hier nicht auf die DC-Maturation aus, sodass
der Anteil MHC-II"*-DCs auch in der EC-US+alL-6-Gruppe (1,9 *0,5;
ns vs. EC-US) signifikant gegeniiber den anderen mit alL-6 behandelten
Uberstand-stimulierten  Gruppen BV-US+alL-6 (1 +0,2-fach)  und
mock-US+alL-6 (1 +0,1-fach) erhoht war. Im Gegensatz dazu stieg der
MHC-1I"*-Anteil in rIL-6-stimulierten (1,3 + 0,2-fach) und rIL-6+a/L-6-stimulierten
(1,2 £ 0,2-fach) Zellen nur leicht im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle an. Ein
relevanter Unterschied zwischen der rIL-6-Stimulation mit oder ohne Zugabe von

alL-6 konnte nicht beobachtet werden.
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Abb. 13: Maturation von BMDCs nach Stimulation mit BMDC-Uberstanden. TIr2/xTlr4"-
BMDCs wurden mit Uberstanden (30 % des finalen Volumens) von B. vulgatus mpk- (BV-US),
E. coli mpk- (EC-US) (MOI = 1) oder nicht stimulierten BMDCs (mock-US) stimuliert, Kontrollen
wurden mit DC-Medium stimuliert (mock). Weitere Proben wurden mit den jeweiligen
Uberstanden unter Zugabe von IL-6-neutralisierendem anti-IL-6-Antikérper (alL-6) stimuliert,
wobei Kontrollen mit rekombinantem IL-6 (rIL-6) und rIL-6 unter Zugabe von alL-6 stimuliert
wurden. Nach 16 h Stimulationsdauer wurde der Anteil MHC-1I"*-BMDCs als Ubersichtsmarker
fur die DC-Maturation in den einzelnen Stimulationsgruppen tber Durchflusszytometrie bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwerte der auf die unstimulierten Kontrolle normierten MHC-II"*-Anteile mit
Standardabweichung. n = 4-5. ns: nicht signifikant. ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Zusammenfassend konnte somit kein Effekt der von bakteriell stimulierten DCs
sezernierten Zytokine auf die 1kBC- und MCPIP1-Expression immaturer DCs
festgestellt werden, was autokrine Feedback-Loops bzw. parakrine Interaktion
zwischen DCs im Rahmen der Regulation dieser Proteine unwahrscheinlich

macht. Lediglich die DC-Maturation wurde durch Zytokine beeinflusst.
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3.2 Einfluss von DC-Zytokinen auf Uberleben und

Differenzierung naiver T-Zellen

Nach Analyse des Effekts der in den DC-Uberstanden mock-US, BV-US und
EC-US enthaltenen Zytokine auf dendritische Zellen, sollte nachfolgend der
Einfluss der unterschiedlichen Zytokin-Profile auf die Differenzierung naiver
CD4* T-Zellen charakterisiert werden. Hierfir wurden im Rahmen eines T-Zell-
Polarisations-Assays naive murine WT-T-Zellen mithilfe von anti-CD3e- und
anti-CD28-Antikdrpern aktiviert und mit den Uberstanden in einer Konzentration
von 50 % des finalen Volumens polarisiert, die Stimulation mit DC-Medium
fungierte als Kontrolle (mock). Nach Ende der Oh, 24 h, 48 h oder 72h
andauernden Polarisation wurden die Twn-Zell-Untergruppen mithilfe der
Durchflusszytometrie charakterisiert.

Bereits nach 24 h Polarisationszeit kam es zu einem deutlichen Abfall des Anteils
lebender T-Zellen im Vergleich zur Ausgangssituation (Abb. 14). Dieser war
jedoch in BV-US- (73,1 + 6,7 %) und EC-US-stimulierten Proben (78,4 + 7,9 %)
signifikant geringer ausgepragt. Dieser Trend setzte sich auch bei langeren
Polarisationszeiten fort, sodass nach 72 h in der mock- (36,5 * 6,5 %) und
mock-US-stimulierten Gruppe (25,6 +4,8 %) der Anteil lebender T-Zellen
wesentlich geringer war als in den mit BV-US und EC-US stimulierten Proben.
Zwar war der Prozentsatz vitaler Zellen nach 72 h in der BV-US-Gruppe
tendenziell am héchsten (70,8 + 14,9 %), eine statistisch signifikante Erhéhung
im Vergleich zur EC-US-Gruppe (58,9 +12,1 %) lieB sich jedoch nicht

nachweisen.
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Abb. 14: Uberleben von T-Zellen nach Stimulation mit BMDC-Uberstanden. Naive
CD4* T-Zellen wurden mit anti-CD3g- und anti-CD28-Antikoérpern aktiviert und anschlie3end fir
Oh, 24h, 48h oder 72h mit Uberstanden (50% des finalen Volumens) von
B. vulgatus mpk- (BV-US), E. coli mpk- (EC-US) (MOI=1) oder nicht stimulierten BMDCs
(mock-US) polarisiert, DC-Medium wurde als Kontroll-Stimulus (mock) verwendet. Nach
Tot/Lebend-Farbung wurde in der FACS-Analyse der Anteil lebender T-Zellen nach den
verschiedenen  Polarisationszeiten  bestimmt.  Dargestellt  sind  Mittelwerte  mit
Standardabweichung. n = 5-6. **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Aufgrund der beobachteten hohen Sterberate wurde bei der Untersuchung der
Tu-Subgruppen auf einen Ausschluss toter Zellen verzichtet (s. Abb. 3 & 4).
Dieses Vorgehen ermdglichte die Analyse groRerer absoluter Zellzahlen,
wodurch eine bessere Aussagekraft Uber die Tr-Zell-Subgruppen erreicht

werden sollte.

In der Subgruppe der regulatorischen T-Zellen (Treg), charakterisiert durch den
Transkriptionsfaktor FoxP3 (Fontenot et al., 2003), konnten zun&chst keine
relevanten Unterschiede zwischen einzelnen Stimuli festgestellt werden
(Abb. 15 A). Nach 48 h Polarisation konnten in BV-US-stimulierten Proben
signifikant mehr FOXP3* Treg-Zellen (MFI 215,8 + 32,6) nachgewiesen werden als
in der EC-US- (MFI 156,5 + 16,2) und mock-US-Gruppe (MFI 159,7 + 13,2).
Relativ zu unstimulierten T-Zellen (mock) zeigte sich hingegen keine signifikante
Veranderung (MFI 189,0 £ 22,7). Auch verschwanden die beobachteten
Unterschiede bei langerer Stimulationszeit (72 h) wieder. Die hdchsten

Treg-Zahlen lieBen sich hier in der unstimulierten Gruppe vermuten
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(MFI 260,2 + 22,7; p**vs. mock-US; p***vs. EC-US). Eine Treg-induzierende
Wirkung lieR sich damit am ehesten fiir BV-US bei 48 h andauernder Polarisation

feststellen.

Auch in der Gruppe der IL-107IL-17* protektiven Tul7-Zellen (Esplugues et al.,
2011) konnten zunachst keine signifikanten Stimulus-spezifischen Unterschiede
beobachtet werden (Abb. 15 B). Erst nach 48 h Polarisationsdauer zeigten sich
inder BV-US- (MFI 2188 +268,5) und EC-US-Gruppe (MFI 2059 +204,8;
ns vs. BV-US) erhohte Zahlen protektiver TH17-Zellen im Vergleich zur mock-US-
Gruppe (MFI 1597 + 296,2; p** vs. BV-US; p* vs. EC-US) und der unstimulierten
Kontrolle (MFI 1624 + 175,8; p** vs. BV-US; p* vs. EC-US). Dies war nach 72 h
noch ausgepragter nachweisbar. Die Stimulation mit Uberstanden bakteriell
stimulierter DCs schien somit die Polarisation naiver T-Zellen in protektive
Tul7-Zellen zu beglnstigen, wobei die Art des bakteriellen Stimulus keine

Relevanz hatte.

In der Analyse der Tu1l-Subgruppe mit dem Zytokin IFN-y als FACS-Marker (Zhu,
2018) liel3 sich nur bei einer Polarisationszeit von 48 h ein signifikant erhdhtes
Level an Tul-Zellen in der EC-US-Gruppe (MFI 1345 + 303,4) im Vergleich zur
BV-US-polarisierten Gruppe (MFI 829,8 + 114,7) beobachten (Abb. 15 C). Diese
Konstellation war nach 72 h wieder aufgehoben, sodass ein Thl-induzierender
Effekt von EC-US am ehesten fir eine Polarisationszeit von 48 h vermutet

werden konnte.

Die Untersuchung der Tu2-Zellen mithilfe ihres charakteristischen Zytokins IL-4
als FACS-Marker (Zhu, 2018) zeigte ein &hnliches zeitabhangiges
Polarisationsverhalten wie die anderen T-Zell-Subgruppen (Abb. 15 D). So
zeigten sich auch hier erst nach 48 h Unterschiede zwischen den verschiedenen
Polarisationsgruppen im Sinne einer signifikant gesteigerten Tu2-Differenzierung
in BV-US-stimulierten T-Zellen (MFI 342,5+ 29,8) im Vergleich zu EC-US-
(MFI 286,0 + 19,2), mock-US- (MFI 275,3 + 24,8) und unstimulierten Zellen
(MF1291,0 + 30,1). Wahrend auch noch nach 72 h in der BV-US-Gruppe eine
signifikant hohere Tw2-Zahl (MFI 441,7 + 37,3) als in den beiden anderen

Uberstand-stimulierten Gruppen nachweisbar war, stieg die nur mit DC-Medium
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stimulierte mock-Kontrolle (MFI 435,8 + 11,4; p**vs. EC-US; p* vs. mock-US)

auf das Level der BV-US-polarisierten Zellen an.

Innerhalb der Thl7-Zellen (Abb. 15 E), charakterisiert mithilfe des FACS-Markers
RORyt (McGeachy et al., 2019), zeigte sich nur nach 48 h Polarisationsdauer in
der BV-US-stimulierten Gruppe eine statistisch signifikante Erhohung der
THl7-Fluoreszenz (MFI 331,3 +81,0) im Vergleich zur mock-US-polarisierten
Gruppe (MFI 200,2 + 34,0), nicht jedoch in Relation yAll
EC-US- (MFI 229,2 + 47,8) oder unstimulierten T-Zellen (MFI 238,5 + 103,4).
Nach 72 h Polarisation konnten keine Stimulus-abhangigen Unterschiede in der
Tul7-Differenzierung festgestellt werden.

Die Anzahl der IFN-y*IL-17* Tul-like-Tul7-Zellen (Bending et al., 2009)
veranderte sich Uber den Grof3teil des beobachteten Polarisationszeitraumes
nicht wesentlich Stimulus-abhangig (Abb. 15 F). Erst nach 72 h zeigte sich,
vermittelt durch eine geringer ausgepragte Abnahme des anti-Tn17-Treg-Levels
in der BV-US- (MFI10572+1799) und EC-US-stimulierten Gruppe
(MF1 10775 + 2968), ein statistisch signifikanter Unterschied zur anti-TH17-Treg-
Zahl in mock- (MFI4795+872,9) und mock-US-polarisierten Zellen
(MFI 6085 + 1336).

Auch in der Analyse der FoxP3*IL-17* anti-TH17-Treg-Zellen (Ueno et al., 2013)
konnten erst nach 72h Polarisationszeit relevante stimulusspezifische
Unterschiede beobachtet werden (Abb. 15 G). So waren die anti-Tn17-Treg-Zellen
in  EC-US-stimulierten  Zellen (MFI 1298 + 604,7) relativ  zur  mock-
(MF1 682,5+121,7) und mock-US-Gruppe (MFI572,2 +157) statistisch
signifikant erhdht. Im Gegensatz dazu zeigte sich keine signifikante Veranderung
im Vergleich zur BV-US-Gruppe (MFI 993 + 230,7).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich die Stimulation naiver,
aktivierter CD4* T-Zellen mit Uberstanden bakteriell stimulierter BMDCs protektiv
auf das Zell-Uberleben auswirkte. Bezuglich der T-Zell-Differenzierung konnte fuir
das Zytokin-Profil B. vulgatus mpk-stimulierter DCs ein tendenziell férdernder

Effekt auf die Differenzierung protektiver Tu-Subgruppen beobachtet werden.
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Abb. 15: Polarisation naiver T-Zellen mit BMDC-Uberstanden. Naive CD4* T-Zellen wurden
mit anti-CD3¢- und anti-CD28-Antikdrpern aktiviert und anschlieRend fiir 0 h, 24 h, 48 h oder 72 h
mit Uberstanden (50 % des finalen Volumens) von B.vulgatus mpk- (BV-US),
E. coli mpk- (EC-US) (MOl =1) oder nicht stimulierten BMDCs (mock-US) polarisiert,
DC-Medium wurde als Kontroll-Stimulus (mock) verwendet. AnschlieBend wurden die
angegebenen T-Zell-Subgruppen innerhalb der einzelnen Polarisationskonditionen via FACS-
Analyse quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. n = 5-6. *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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3.3 Expression von kB und MCPIP1 in intestinalen
Epithelzellen

Da die Bakterien-Stamme B. vulgatus mpk und E. colimpk als Teil der
intestinalen Mikrobiota in vivo nicht nur zu dendritischen Zellen, sondern in erster
Linie auch zu den intestinalen Epithelzellen in raumlicher Nahe stehen, sollte
schlie3lich untersucht werden, ob sich die Interaktion mit den bakteriellen
Stdmmen auch auf eine mogliche 1kB{- und MCPIP1-Expression in intestinalen
Epithelzellen auswirkt. Dazu wurden murine intestinale Epithelzellen der Zelllinie
mMICci2 kultiviert und fur Stimulationszeiten von 0 h, 1 h, 2 h, 4 h oder 16 h mit
B. vulgatus mpk oder E. coli mpk bei einer MOI = 10 stimuliert, Kontroll-Proben
blieben unstimuliert (mock). Die Expression von kB und MCPIP1 wurde
schlieB3lich auf RNA- und Protein-Ebene durch gPCR- und FACS-Analyse der

stimulierten Zellen evaluiert.

Die Stimulation von mICc2-Zellen mit E. coli mpk fir 4 h hatte einen deutlichen
Anstieg des intrazellularen 1kB{-mRNA-Levels (8,8 £ 0,9-fach) im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle zur Folge (Abb. 16 A). Nach 16 h Stimulation sank dieser
auf ca. 50 % des 4 h-Wertes ab (4,6 £ 1,6-fach). Im Gegensatz dazu fuhrte die
Stimulation mit B. vulgatus mpk sowohl fur 4 h (1,1 + 0,3-fach) als auch fur 16 h
(1,4 £ 0,2-fach) zu keinem deutlichen Anstieg der IkBC-mRNA verglichen mit
mock und war damit signifikant niedriger ausgepragt als in der jeweiligen
E. coli mpk-stimulierten Gruppe. Im Zeitverlauf zeigte sich keine relevante
Veréanderung der IkBC-mRNA-Expression in B. vulgatus mpk-stimulierten Zellen

fur die untersuchten Stimulationszeiten.

Auch fur die MCPIP1-mRNA-Expression konnten vergleichbare Ergebnisse
beobachtet werden (Abb. 16 A). So fuhrte die Stimulation mit E. coli mpk auch
hier zu einer deutlichen Induktion der MCPIP1-mRNA nach 4 h (7,8 + 0,5-fach).
Vergleichbar zum Verhalten von IkB( fiel auch die MCPIP1-mRNA nach
16 h Stimulation auf ca. die Haélfte ab (4,1 + 0,8-fach). Mit B. vulgatus mpk
stimulierte mICc2-Epithelzellen wiesen hingegen nach 4 h Stimulationszeit keine

relevante Erhdhung der MCPIP1-mRNA im Vergleich zu mock-stimulierten Zellen
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auf (1,2 £ 0,5-fach; p** vs. EC). Auch nach 16 h Stimulation blieb die MCPIP1-
MRNA hier ungefahr auf dem Level der unstimulierten Kontrolle (1,3 £ 0,1-fach;
p**** vs. EC).

Auf Ebene der Protein-Expression (Abb. 16 B) hatte die Stimulation mit
E. coli mpk erst nach 2 h Stimulationsdauer einen im Vergleich zur unstimulierten
Kontrolle signifikanten Anstieg der 1kBC-Spiegel (MFI 16842 + 3473) zur Folge,
B. vulgatus mpk-stimulierte Epithelzellen (MFI 8431 + 912,8) zeigten hingegen
auch nach 2 h nur eine leicht gegentber der mock-Gruppe (MFI 6208 + 805)
erhohte und damit im Vergleich zu E. coli mpk-stimulierten mliCc2-Zellen
signifikant geringere IxB(-Protein-Expression (Michaelis et al.,, 2021). Bei
lAngeren Stimulationszeiten sank 1kBC in beiden bakteriell stimulierten Gruppen

wieder auf das ursprungliche Level der unstimulierten Kontrolle ab.

In der FACS-Analyse der MCPIP1-Protein-Expression (Abb. 16 B) konnte in der
Ausgangskonstellation nach 0 h Stimulation ein zwar statistisch signifikanter,
jedoch geringer Unterschied zwischen E. coli mpk- (MFI 24120 + 2414) und
B. vulgatus mpk-stimulierter Gruppe (MFI 19800 + 1185) festgestellt werden.
Dieser war nach 1 h Stimulation nicht mehr zu beobachten, die MCPIP1-Spiegel
befanden sich unabhédngig von bakterieller Stimulation auf Hohe der nicht
stimulierten Kontrolle. Auch in der MCPIP1-Protein-Expression konnte nach 2 h
Stimulation eine signifikante Erhdhung der MCPIP1-Level in E. coli mpk-
stimulierten  Epithelzellen (MFI 25557 £2178) im Vergleich zu mock
(MF1 20812 + 941) festgestellt werden, welche im Zeitverlauf nach 4 h wieder auf
mock-Level zurickging (MFI 20583 £1195). Nach 16 h Stimulation mit
E. coli mpk fiel der MCPIP1-Protein-Spiegel schliel3lich sogar signifikant geringer
aus (MFI 17086 +2090) als in nicht stimulierten  mICc2-Zellen
(MFI 21392 + 2621). In B. vulgatus mpk-stimulierten Epithelzellen konnten
hingegen abgesehen von einer tendenziellen Erhdhung des MCPIP1-Proteins
(MFI 23571 + 1250; ns vs. mock) gegenuber der mock-Kontrolle
(MF1 20812 + 941) nach 2 h Stimulation keine relevanten Anderungen der

MCPIP1-Protein-Expression festgestellt werden.

69



Ergebnisse

>

4 h - Stimulation 16 h - Stimulation

% 154 Fkkk 154 ke

@] | —— | —
=

c

Q

8

X,

<

prd

o

=

Up

m

X

~

[&]

o

e

c

Q

8

X,

<

pd

o

=

-

23

o

O

=
B

25000 —e— mock
- BV

—— EC

IxBE [MFI]

0 T T T
0 5 10 15
30000
= i
S 20000 s -
—
o
o
O 10000
=
0 T T T
0 5 10 15

Stimulationszeit [h]

Abb. 16: IkB¢- und MCPIP1-Expression in mIC¢2-Zellen nach Stimulation mit kommensalen
Bakterienstammen. miICci2-Zellen wurden fir 0 h, 1 h, 2 h, 4 h oder 16 h mit B. vulgatus mpk
(BV) oder E. colimpk (EC) (MOI = 10) stimuliert, Kontrollen blieben unstimuliert (mock). Die
Expression von 1kB{ und MCPIP1 wurde anschlieBend auf RNA-Ebene mithilfe von gPCR (A),
auf Protein-Ebene via FACS (B) analysiert. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung.
n =4-5. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 vs. EC.

(A: IkBC (4 h) & B: IxkBL modifiziert nach Michaelis et al., 2021)
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In Zusammenschau der Ergebnisse konnte somit auch in intestinalen
Epithelzellen die Expression von IkB{ und MCPIP1 vor allem durch Stimulation
mit E. coli mpk induziert werden. Diesbezlglich scheinen die untersuchten
Modell-Kkommensalen auf intestinale Epithelzellen einen &hnlichen Effekt

auszuluben wie auf dendritische Zellen (Michaelis et al., 2021).
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4 Diskussion

Wie einleitend angesprochen, kann die intestinale Mikrobiota die Funktion des
Immunsystems entscheidend beeinflussen (El Aidy et al., 2012). Dies zeigt sich
auch dadurch, dass ungunstige Veranderungen der Mikrobiota, im Sinne einer
intestinalen Dysbiose, mit Erkrankungen wie CED assoziiert sein kbénnen (Ni et
al.,, 2017). Da auch Veradnderungen der in Immunsignalwegen beteiligten
Proteine IkB{ und MCPIP1 in CED-Patienten beobachtet werden
konnten (Kakiuchi et al., 2020; Nanki et al., 2020), lag der Fokus dieser Arbeit
darauf, die Beeinflussung dieser Proteine durch patho- und symbiontische
Modell-Kkommensalen und die daraus resultierenden Veranderungen der
Funktion von im Rahmen der CED-Pathogenese relevanten Zellen des
angeborenen und adaptiven Immunsystems, insbesondere DCs und
Tul7-Zellen, zu charakterisieren. Die bereits berichteten Ergebnisse sollen nun
diskutiert und hinsichtlich ihrer klinischen Relevanz eingeordnet werden.

4.1 kB und MCPIP1 in dendritischen Zellen

Im Rahmen von zurtickliegenden Untersuchungen konnte bereits die Stimulus-
abhangige Expression von IkBC in verschiedenen Zelltypen wie Makrophagen
(Yamazaki et al., 2001), Monozyten (Seshadri et al., 2009), T-Zellen (Okamoto
et al.,, 2010) und humanen dendritischen Zellen (Cardone et al.,, 2014)
nachgewiesen werden. Auch die Expression von MCPIP1 wurde bereits
beispielsweise in Makrophagen (Liang et al., 2008; Matsushita et al., 2009),
Fibroblasten (lwasaki et al., 2011), T-Zellen (Uehata et al., 2013) und
verschiedenen Epithelzell-Typen (Dobosz et al.,, 2016) beobachtet. In dieser
Studie konnte nun sowohl die 1kB(- als auch die MCPIP1-Expression in murinen
BMDCs nach Stimulation mit den kommensalen Bakterien-Stammen
B. vulgatus mpk und E. colimpk in vitro nachgewiesen werden, wobei sich
deutliche Unterschiede zwischen den beiden Stammen zeigten. So fihrte die

Stimulation von BMDCs mit E. coli mpk zu einer deutlich starkeren Induktion der
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IxBC-Expression sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene im Vergleich zur
Stimulation mit B. vulgatus mpk (Michaelis et al., 2021). Diese starker
ausgepragte Immunreaktion in DCs bei E. coli mpk-Kontakt konnte in friiheren
Studien als starke Aktivierung und Maturation von DCs durch E. coli mpk
beobachtet werden, wéahrend die Stimulation von DCs mit B. vulgatus mpk
lediglich zu einem semimaturen Phanotyp fiihrte (Frick et al., 2006; Maerz et al.,
2018). Auch in vivo konnte bei Kolonisation von IL-2-defizienten Mausen mit
E. coli mpk eine starkere Aktivierung und Maturation von DCs der intestinalen
Lamina propria beobachtet werden als bei Kolonisation mit B. vulgatus mpk
(Muller et al., 2008). Ebenso wurde eine protektive Rolle von B. vulgatus mpk
bezuglich der Colitis-Entstehung im Maus-Modell (Waidmann et al., 2003) und
ein Remissions-férdernder Einfluss bei bestehender Colitis (Steimle et al., 2019)
in der Vergangenheit beschrieben. Beim Vergleich der Studienlage mit der im
Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen unterschiedlich starken Induktion von
I«BC durch E. coli mpk und B. vulgatus mpk lasst sich eine wichtige Rolle dieses
Proteins in den durch diese Bakterien-Stamme ausgelosten, DC-vermittelten

Immunreaktion vermuten.

Auch die in dieser Studie beobachtete starkere Induktion der MCPIP1-mRNA-
Expression in Folge einer Stimulation mit E. coli mpk im Vergleich zur Stimulation
der BMDCs mit B. vulgatus mpk scheint insofern plausibel zu sein, als dass in
der Literatur eine Rolle von MCPIP1 als Feedback-Inhibitor sowohl der
Makrophagen-Aktivierung (Liang et al., 2008) als auch des proinflammatorischen
IL-17-Signalwegs (Garg et al., 2015; Monin et al., 2017) beschrieben ist. So kann
die ausgepragte Hochregulation von MCPIP1-mRNA nach Stimulation der
BMDCs mit E. coli mpk als Gegenreaktion zur starken Aktivierung der DCs, die
sich unter anderem in der erhéhten IkBC-Expression ausdrickt, gedeutet werden.
Da die Konfrontation von DCs mit B.vulgatus mpk gemessen an der
beobachteten IkB{-Expression nur eine geringe Reaktion nach sich zog,
erscheint es plausibel, dass auch die Hochregulation von MCPIP1 als 1kBC-
Gegenspieler (Garg et al., 2015) in B. vulgatus mpk-stimulierten DCs geringer

ausfiel.

73



Diskussion

Eine Induktion der MCPIP1-Expression nach proinflammatorischer Stimulation
mit TLR-Agonisten wie LPS wurde auch in Makrophagen und Monozyten
beschrieben. Tatsachlich kam es in diesen Untersuchungen jedoch nicht nur zu
einem Anstieg der mRNA-Level von MCPIP1, sondern auch zu einer Induktion
der MCPIP1-Protein-Expression. (Liang et al., 2008; Blazusiak et al., 2013)
Warum im Gegensatz dazu in dieser Studie zwar ein E. coli mpk-induzierter
Anstieg der MCPIP1-Expression auf mRNA-Level, nicht aber auf Protein-Ebene
nachgewiesen werden konnte, konnten mehrere Erklarungsmoglichkeiten
beantworten. Zum einen ist in der Literatur eine konstitutive Expression von
MCPIP1 fur diverse Zelltypen wie Fibroblasten und Makrophagen (lwasaki et al.,
2011), Keratinozyten (Muromoto et al., 2019) und T-Zellen (Uehata et al., 2013;
Jeltsch et al., 2014) vorbeschrieben. In Einklang damit kénnte der MCPIP1-
Protein-Spiegel bereits in unstimulierten DCs so hoch sein, dass aus einer
bakteriellen Stimulation keine deutlichen, sichtbaren Veranderungen resultieren.
Jedoch kénnten ebenso methodenabhangige Einflisse dazu gefuhrt haben, dass
Stimulus-abhéngige Unterschiede der MCPIP1-Protein-Level nicht detektierbar
waren. Neben einer unspezifischen Bindung des anti-MCPIP1-FACS-Antikorpers
kommen hier auch sonstige Umwelteinflisse im Rahmen der Durchfiihrung des
Experimentes in Betracht. Letztere Mdéglichkeit wird dadurch unterstitzt, dass
sich in einem spateren Experiment nach 16 h Stimulation zumindest eine leichte
Erhdhung des MCPIP1-Protein-Spiegels nach E. coli mpk-Stimulation im
Vergleich zur B. vulgatus mpk- oder mock-stimulierten Gruppe in WT-DCs
zeigte (s. Abb. 10 B).

Auch in der Analyse der von bakteriell stimulierten DCs sezernierten Zytokine
bestétigte sich der beobachtete unterschiedliche Einfluss der Modell-
Kommensalen auf die DC-vermittelte Immunantwort. So scheint E. coli mpk zu
einer starkeren Sekretion der Tul7-induzierenden (Bettelli et al., 2006; Acosta-
Rodriguez et al., 2007; Mailer et al., 2015) Zytokine IL-6, IL-1B und IL-23 zu
fuhren als B. vulgatus mpk (Michaelis et al., 2021). Dies bestatigt
vorausgegangene Arbeiten, in denen ebenfalls eine fordernde Rolle von
E. coli mpk auf die Sekretion dieser proinflammatorischen Zytokine durch DCs
festgestellt wurde (Frick et al., 2006; Maerz et al., 2018; Steimle et al., 2019).
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Auch die erhthte Sekretion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 durch DCs
nach E. coli mpk-Kontakt ist bereits in vitro (Frick et al., 2006; Steimle et al.,
2019) und invivo (Waidmann et al., 2003) vorbeschrieben und kann als
Gegenreaktion auf den starken Immunstimulus durch E. coli mpk gedeutet

werden.

Im Rahmen der Stimulation von BMDCs mit unterschiedlich zusammengesetzten
intestinalen  Mikrobiota-Suspensionen bestatigten sich die vermuteten
immunregulierenden Eigenschaften von B. vulgatus mpk. So hatte auch in
diesem der in vivo-Situation naherkommenden Setting, in dem DCs nicht nur mit
einzelnen Bakterien, sondern einer komplex zusammengesetzten Mikrobiota in
Kontakt kamen, eine verénderte Mikrobiota-Komposition eine differentielle 1kBC-
und MCPIP1-Aktivierung zur Folge. Ein erhdhter Anteil an B. vulgatus mpk
innerhalb der Mikroflora scheint somit tendenziell zu geringerer Induktion von
I«xBC und MCPIP1 zu fuhren und auch die Analyse der von den DCs sezernierten
Zytokine lasst einen tendenziell regulierenden Einfluss von B. vulgatus mpk auf
die Sekretion der untersuchten Zytokine auch im Zusammenspiel mit anderen

intestinalen Mikroorganismen vermuten (Michaelis et al., 2021).

Diesem regulierenden Einfluss von B. vulgatus mpk innerhalb der verwendeten
intestinalen Mikrobiota kdnnten verschiedene Mechanismen zugrunde liegen. So
konnte die zusatzliche Applikation des schwach immunogenen B. vulgatus mpk
(Maerz et al., 2019) Uber das Trinkwasser zu einer Verdrangung starker
immunogener Stamme im Darm der Mause gefihrt haben. B. vulgatus mpk
konnte so durch Ausbildung einer Art Kolonisierungsresistenz zu verminderten
Zahlen stark immunogener Bakterien in der DYSBV+TC-Mikrobiota gefuhrt
haben, was in einer verminderten Induktion von kB, MCPIP1 und Zytokinen
resultierte. Jedoch konnte auch eine aktiv regulierende Wirkung von
B. vulgatus mpk auf DCs, die immunogenen Effekten anderer Mikrobiota-
Bestandteile entgegenwirkt, dazu beitragen. Passend hierzu erklarten Waidmann
et al. in einer zurtickliegenden Studie, in der sich die Co-Kolonisation von IL-2-
KO-Mausen mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk protektiv auf die Entstehung
einer Colitis im Vergleich zur Mono-Kolonisation mit E. coli mpk auswirkte, den

protektiven Effekt von B. vulgatus mpk mit einer direkten interbakteriellen
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Interaktion zwischen den beiden Stammen (Waidmann et al., 2003). Im hier
verwendeten Versuchsdesign kann eine Interaktion zwischen den Mikrobiota-
Stammen wéahrend der Stimulation durch die vorausgehende Hitze-Inaktivierung
der Mikrobiota-Suspensionen ausgeschlossen werden. Jedoch kdnnte es bereits
zuvor zu Wechselwirkungen gekommen sein, sodass beispielsweise auch eine
B. vulgatus mpk-bedingte Herabregulation der Expression immunogener
Bestandteile in anderen Bakterien zur insgesamt verringerten Immunogenitat der
DYSBV+TC-Mikrobiota geftihrt haben kdnnte.

Interessanterweise fallt beim Vergleich der Daten aus der Einzelstimulation von
DCs mit E. coli mpk (s. Abb. 6) mit den Ergebnissen der Mikrobiota-Stimulation
(s. Abb. 8) auf, dass die Stimulation von DCs mit Mikrobiota-Suspensionen
generell zu einer schwéacheren IkB¢-Induktion fuhrte. Dies spricht daftir, dass in
den verwendeten Mikrobiota-Suspensionen auch ohne Anreicherung mit
B. vulgatus mpk bereits weniger immunogene oder mehr immunregulierende
Stamme enthalten waren. AbschlieRend klaren lassen sich Vermutungen tber
die Mikrobiota-Zusammensetzung jedoch nur beispielsweise via 16S-rDNA-

Sequenzierung.

Als Zwischenfazit lasst sich somit festhalten, dass sich die unterschiedliche
Immunogenitat kommensaler Mikroorganismen (Maerz et al., 2019) auch in einer
differentiellen Induktion von IkB{ und MCPIP1 widerspiegelt. Schwach
immunogene (Maerz et al, 2019), symbiontische Kommensale wie
B. vulgatus mpk scheinen hier einen regulierenden Effekt auszutben
(Michaelis et al., 2021). Dass sich dies auf nachgeschaltete DC-abhangige
Immunreaktionen auswirken kann, zeigte sich auch im Rahmen der T-Zell-
Polarisation. Auch hier schien B. vulgatus mpk tendenziell eher protektive Tk-
Subgruppen zu induzieren, was spater noch genauer diskutiert werden soll. Ein
Zusammenhang zwischen den Unterschieden in den von B. vulgatus mpk und
E. colimpk ausgeldosten Immunreaktionen und der IkB{- und MCPIP1-
Expression in DCs liegt nahe, muss jedoch in weiterfihrenden Studien,

beispielsweise mithilfe von Knockout-Modellen der Proteine, bewiesen werden.
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Auf der Suche nach den Signalwegen, Uber die die Modell-Kommensale ihre
unterschiedliche Immunogenitat auf DCs vermitteln, konnte mithilfe von TLR-
Knockout-Modellen gezeigt werden, dass vor allem TLR4 und teilweise auch
TLR2 fur die E. coli mpk-induzierte Expression von 1kB (Michaelis et al., 2021)
und MCPIP1 in DCs verantwortlich ist. Fur B. vulgatus mpk war dies zunachst
zwar tendenziell, jedoch nicht mit statistischer Signifikanz nachweisbar, sodass
sich die Frage stellte, ob B. vulgatus mpk eventuell iber andere Mechanismen
als TLR4/TLR2 von DCs erkannt wird oder die geringe Immunitat dieses
Stammes (Maerz et al., 2019) nur zu einer so gering ausgepragten IxBC- und
MCPIP1-Reaktion fihrte, dass TLR-Status-abhangige Unterschiede schlicht
nicht sichtbar waren. Hier konnte die Analyse der DC-Maturation die letztere
Hypothese bekraftigen. Gleichsinnig zu den E. coli mpk-stimulierten Gruppen
zeigte sich auch bei Stimulation mit B. vulgatus mpk eine statistisch signifikante
Reduktion des Anteils MHC-II"*-DCs in den Genotypen TIr4"- und TIr2xTIr4"-im
Vergleich zum Wildtyp (s. Abb. 11). Zwar bietet die Analyse des Anteils
MHC-IIM*-DCs an der gesamten DC-Population nur einen Uberblick tiber die
Maturation, die Ergebnisse zurtickliegender Versuche, in denen die Aktivierung
und Maturation von DCs genauer tber FACS-Analyse von Oberflachenmarkern
und Bestimmung der Zytokin-Sekretion untersucht wurde, bestétigen die hier
beobachteten Zusammenhénge jedoch (Maerz et al., 2018). So kann
abschlieBend festgestellt werden, dass TLR4 und partiell auch TLR2 eine
entscheidende Rolle in der Vermittlung der Induktion der 1kBC- und MCPIP1-
Expression auf die Stimulation von DCs mit sowohl E. colimpk als auch

B. vulgatus mpk hin zu haben scheinen.

Die starke Abhangigkeit der IkBC- und MCPIP1-Induktion nach bakterieller
Stimulation von TLR4, dessen Ligand bakterielles LPS ist (Chow et al., 1999),
weist auf eine entscheidende Rolle des LPS der Gram-negativen Bakterien
E. coli mpk und B. vulgatus mpk bezuglich ihrer immunologischen Eigenschaften
hin (Michaelis et al., 2021). Tatsachlich konnten Steimle et al. bereits zeigen,
dass isoliertes LPS der Stamme zu ahnlichen immunologischen Reaktionen in
vitro und in vivo fuhrte wie die jeweiligen Bakterien (Steimle et al., 2019).

Angesichts dieser Erkenntnisse und der Tatsache, dass TLR2 vor allem als
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Rezeptor fir Liganden aus Gram-positiven Bakterien wie Peptidoglykan oder
Lipoteichonsaure (Schwandner et al., 1999; Michelsen et al., 2001) bekannt ist,
erscheint eine partielle Abh&ngigkeit des E. coli mpk- und B. vulgatus mpk-
Signalwegs in DCs von TLR2 zunéachst kontraintuitiv. Da TLR2 jedoch ebenfalls
durch bakterielle Lipoproteine aus Gram-negativen Bakterien aktiviert werden
kann (Aliprantis et al., 1999; Shin et al., 2011), kann eine gewisse Rolle von TLR2
bei der Induktion der 1kB{- und MCPIP1-Expression durch B. vulgatus mpk und
E. colimpk durchaus realistisch sein. Die Ergebnisse der TLR-Knockout-
Versuche sprechen insofern deutlich dafir, dass TLR2 gemeinsam mit TLR4 zur
kommensal vermittelten I«BC- und MCPIP1-Induktion beitragt, als dass RNA- und
Proteinlevel bei zuséatzlichem Verlust von TLR2 in TIr27/xTIr4"-DCs noch etwas
niedriger liegen als bei alleinigem Fehlen von TLR4 in TIr4”-Zellen (Michaelis et
al., 2021).

Dass beide TLRs auch im humanen Darm eine entscheidende Funktion bei der
Interaktion des Immunsystems mit der intestinalen Mikrobiota und in Bezug auf
die intestinale Homdostase haben kénnen, zeigt die Entdeckung, dass TLR2 und
TLR4 in Colon-DCs von CED-Patienten erhdht sind im Vergleich zur Situation in
gesunden Probanden (Hart et al., 2005). Nachdem im Rahmen dieser Arbeit
gezeigt werden konnte, dass die IkBC- und MCPIP1-Induktion durch bakterielle
Stimuli TLR2- und TLR4-abh&ngig sein kann, ergibt sich somit ein weiterer
Hinweis auf eine Verbindung zwischen der Expression dieser Proteine in DCs
und der Entstehung von CED. Die von Hart et al. festgestellte Erhéhung der
Expression von TLR2 und TLR4 in DCs von CED-Patienten (Hart et al., 2005)
verdeutlicht in Zusammenschau mit den im Rahmen der TLR-Knockout-
Versuche dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse auch die Rolle von
B. vulgatus mpk als Beispiel fur einen Symbionten bzw. von E. coli mpk als
Beispiel fir einen Pathobionten, deren jeweilige immunologischen Eigenschaften
nur bei genetischer Suszeptibilitat Auswirkungen auf das Immunsystem des
Wirtes haben. So wére bei erhdhter Expression von TLR2 und TLR4 in
intestinalen DCs (im Sinne einer gegebenen Suszeptibilitat des Wirtes) eine
vermehrte Interaktion mit B. vulgatus mpk mit einer vermutlich deutlich

geringeren TLR-Aktivierung verbunden als die Uberwiegende Interaktion mit
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E. coli mpk. Auch die entsprechende Immunantwort, unter anderem im Sinne
einer Induktion von kB und MCPIP1, ware bei vermehrter Interaktion mit
B. vulgatus mpk vermutlich geringer ausgepréagt. Da beide Stamme urspringlich
aus Mausen isoliert wurden (Waidmann et al., 2003), ist eine tatsachliche Rolle
dieser Bakterien in humaner CED unwahrscheinlich. Eine erhthte TLR-
Expression in Maus-Colitis-Modellen oder eine vermehrte Interaktion mit
humanen Pathobionten durch die beschriebene erhéhte TLR2/TLR4-Expression
in CED-Patienten (Hart et al., 2005) koénnten jedoch Elemente in der

Pathogenese der Erkrankung in der jeweiligen Spezies sein.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die fur I«kB{- und MCPIP1-Induktion
relevante Kommunikation zwischen Kommensalen und dendritischen Zellen tber
TLR4 und TLR2 vermittelt wird, sollte durch Stimulation immaturer DCs mit
Uberstanden kommensal stimulierter DCs untersucht werden, ob sezernierte
DC-Zytokine Signalwege zwischen DCs untereinander darstellen, um die 1kBC-
und MCPIP1-Expression auch unabhangig von bakteriellem Kontakt zu
beeinflussen und so innerhalb der DC-Population zu orchestrieren. Zwar
vermuteten zurtickliegende Studien autokrine oder parakrine Feedback-Loops im
Rahmen der B. vulgatus mpk-induzierten DC-Semimaturation (Frick et al., 2006;
Frick et al., 2010), in dieser Arbeit hatte die Stimulation von BMDCs allein mit
Uberstanden B. vulgatus mpk- oder E. coli mpk-stimulierter DCs und den darin
enthaltenen Zytokinen jedoch keinen sichtbaren Einfluss auf die Protein-
Expression von IkB{ und MCPIP1. Nachweisen liel3 sich nur ein Stimulus-
unabhangiger Anstieg der Expression beider Proteine mit der Zeit. Hier kdnnte
oxidativer Zell-Stress, den die DCs wahrend der Stimulationszeit in Zellkultur
erlebt haben kdnnten (Halliwell, 2003), eine mdgliche Erklarung fir den Zeit-
abhangigen Anstieg der 1kB{- und MCPIP1-Expression darstellen (Qi et al., 2011;
Chung et al., 2017).

In der Literatur sind verschiedene Mdglichkeiten beschrieben, wie 1kB¢- und
MCPIP1 in unterschiedlichen Zelltypen induziert werden kdnnen. So fuhrt die
Stimulation mit bakteriellem LPS sowohl zur Induktion der 1kBC- (Yamazaki et al.,
2001) als auch der MCPIP1-Expression (Liang et al., 2008). Aber auch diverse
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andere TLR-Liganden koénnen eine erhdhte Expression der beiden Proteine
bewirken (Yamamoto et al., 2004; Blazusiak et al., 2013). Bezlglich der
Induzierbarkeit von IkB und MCPIP1 durch Zytokine finden sich verschiedene
Angaben in der Fachliteratur. Tatsachlich konnte die Stimulation mit IL-6 alleine
keine Veranderung der IkBC-Expression in T-Zellen (Okamoto et al., 2010) und
keine Induktion der MCPIP1-Expression in Makrophagen (Jura et al., 2008)
bewirken. Dies passt zu den Ergebnissen dieser Arbeit, die keine IL-6-
Abhéangigkeit der 1kBL- und MCPIP1-Expression in BMDCs nachweisen konnte.
Damit scheint IL-6 auch in dendritischen Zellen keine entscheidende Rolle in der
Regulation der Expression der beiden untersuchten Proteine einzunehmen. Fir
andere Zytokine, die zumindest in E. coli mpk-stimulierten DC-Uberstanden
nachweisbar waren (s. Abb. 7), wie beispielsweise IL-1( ist jedoch sehr wohl eine
IkBC- (Cardone et al., 2014) bzw. MCPIP1-induzierende Wirkung (Jura et al.,
2008) vorbeschrieben, was eine Veranderung der Protein-Expressionen bei
Stimulation mit den entsprechenden Stimulationslésungen erwarten lieRe. Dass
dies in den Versuchen dieser Studie ausblieb, kénnte verschiedene Ursachen
haben. So bleibt unter anderem das Zusammenspiel der verschiedenen in den
Uberstanden enthaltenen Zytokine unklar. Da beispielsweise fir IL-10, das
ebenfalls in E. coli mpk-stimulierten DC-Uberstanden nachgewiesen werden
konnte (s. Abb.7), eine hemmende Wirkung auf die IkB{-Expression in
Makrophagen festgestellt wurde (Dagvadorj et al., 2009), konnten sich die Effekte
der unterschiedlichen Zytokine auf die DCs gegenseitig beeinflussen oder
aufheben und so in ihrer Gesamtheit zu keiner deutlich nachweisbaren
Verdanderung von IkBg- und MCPIP1-Expression fihren. Als methodisches
Problem kame dariber hinaus eine zu geringe Zytokin-Konzentration bei
Stimulation mit 30 % der jeweiligen Uberstandslosung infrage. Als Argument
gegen letztere Hypothese kann jedoch sprechen, dass die Zytokin-
Konzentrationen in EC-US zumindest ausreichend waren, um einen signifikanten
Einfluss auf die DC-Maturation zu haben (s. Abb. 13). Da der Anteil MHC-II""*-
Zellen unabhangig von der Zugabe von anti-IL-6-Antikérper in beiden EC-US-
stimulierten Gruppen vergleichbar war, scheint IL-6 auch beziglich der
Maturation dendritischer Zellen keine wichtige Rolle einzunehmen. Tatsachlich
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wurde in zurtickliegenden Studien sogar Uber einen supprimierenden Effekt von
IL-6 auf die Expression von MHC-II auf der Oberflache dendritischer Zellen
berichtet (Park et al., 2004; Ohno et al., 2016). Mitverantwortlich fur die erhdohte
DC-Maturation kénnte aber TNF-a sein, der in hohen Konzentrationen in EC-US
gemessen werden konnte. Arbeiten anderer Forschungsgruppen konnten nach
Stimulation von DCs mit TNF-a eine maximale Expression von
Oberflachenmarkern wie MHC-II beobachten (Voigtlander et al., 2006) und auch
in vivo zeigte sich eine verringerte Maturation von Colon-DCs in CED-Patienten
unter anti-TNF-a-Therapie (Hart et al., 2005).

Mit Blick auf die Ergebnisse der TLR-Knockout-Experimente dieser Studie, in
denen DC-Maturation und I«xB{- bzw. MCPIP1-Induktion miteinander
einhergingen, stellt sich nun die Frage, warum die DCs in diesem Versuch zwar,
mutmalllich TNF-a-vermittelt, maturierten, es jedoch zu keiner relevanten
Induktion der untersuchten Proteine kam. Tatsachlich ist zumindest fur TNF-a
allein kein IkBC-induzierender Effekt beobachtet worden (Slowikowski et al.,
2020). Auch wurde bereits mehrfach beschrieben, dass kB zwar durch TLR-
und IL-1-Rezeptor-Liganden, nicht jedoch Uber den TNF-Rezeptor induziert
werden kann (Yamamoto et al.,, 2004; Yamazaki et al., 2005; Seshadri et al.,
2009). Eine TNF-a-vermittelte Erhéhung der MHC-II-Expression der DCs ohne
gleichzeitige Erhéhung der IkBC-Level ware in Einklang mit diesen Daten. Auf der
anderen Seite wurde fur IL-18 und TNF-a in humanen Monozyten jedoch sehr
wohl eine MCPIP1-induzierende Wirkung nachgewiesen (Liang et al., 2008). Es
gilt allerdings zu beachten, dass die in jener Studie eingesetzte Konzentration an
TNF-a ca. doppelt so hoch war wie die in dieser Arbeit in EC-US bestimmte und
eine Erh6hung des MCPIP1-Levels nur auf mRNA-Ebene beobachtet werden
konnte (Liang et al., 2008). Moglicherweise wirkte sich im Rahmen des in dieser
Arbeit durchgefiihrten Experimentes die geringere TNF-a-Konzentration so nur
auf die DC-Maturation, nicht aber auf die MCPIP1-Expression aus oder die

Unterschiede auf Protein-Ebene waren zu gering, um detektiert zu werden.

In Zusammenschau der in dieser Studie beobachteten Sachverhalte und der

Datenlage in der Literatur scheinen bakteriell stimulierte dendritische Zellen die
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IxkBC- und MCPIP1-Expression anderer DCs, die keinem bakteriellen Stimulus
ausgesetzt waren, allein durch Zytokine zumindest in vitro unter den hier
untersuchten Bedingungen nicht zu beeinflussen. Ein Einfluss auf die
DC-Maturation nicht bakteriell stimulierter dendritischer Zellen, am ehesten

vermittelt durch TNF-a, kann jedoch angenommen werden.

4.2 Einfluss kommensal induzierter DC-Zytokine auf die

T-Zell-Differenzierung

Diese Arbeit konnte bereits zeigen, dass sich die von DCs nach Stimulation mit
B. vulgatus mpk und E. coli mpk sezernierten Zytokin-Profile unterscheiden.
Auch wenn sich diese nicht auf die IkBZ- und MCPIP1-Expression immaturer DCs
auszuwirken scheinen, konnten die weiterfihrenden Experimente sehr wohl
einen unterschiedlichen Effekt auf die Differenzierung naiver CD4* T-Zellen in
Effektor-Tu-Zell-Subgruppen, fur die wichtige Funktionen im Rahmen der CED-
Pathogenese vermutet werden, aufdecken. So zeigte sich zum einen deutlich,
dass Uberstande bakteriell stimulierter DCs das Uberleben der T-Zellen wahrend
der Polarisation signifikant verbessern. Die Art des bakteriellen Stimulus auf die
DCs (B. vulgatus mpk oder E. coli mpk) spielt hierbei keine Rolle. Diesem Effekt
konnten zum einen die nur in den Uberstanden bakteriell stimulierter DCs
enthaltenen Zytokine (s. Abb. 7 & Kapitel 3.1.7) zugrunde liegen. Tatsachlich ist
beispielsweise fiir sowohl in BV-US als auch in EC-US nachgewiesenes IL-6 eine
Funktion als Uberlebenssignal fiir T-Zellen vorbeschrieben (Ayroldi et al., 1998;
Rochman et al., 2005). Daruiber hinaus kénnten ebenso in den DC-Uberstanden
verbliebene bakterielle Bestandteile das T-Zell-Uberleben positiv beeinflusst
haben. Tats&chlich konnten Gelman et al. in einer zurtickliegenden Studie einen
positiven Einfluss bakterieller Bestandteile auf das Uberleben aktivierter muriner
T-Zellen feststellen. Dabei postulierten sie eine entscheidende Rolle von unter
anderem CpG-DNA, einem fir bakterielle Mikroorganismen typischen TLRO9-
Liganden (Hemmi et al.,, 2000), und konnten gleichzeitig kein verbessertes

Uberleben durch Stimulation mit einem TLR2- oder TLR4- Liganden
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beobachten (Gelman et al., 2004). Unter der Pramisse, dass B. vulgatus mpk
und E. coli mpk ihre differentiellen immunogenen Eigenschaften vor allem durch
Unterschiede in der Wirkung ihres jeweiligen LPS, eines TLR4-Liganden,
vermitteln (Steimle et al., 2019; Michaelis et al., 2021), kénnten die Erkenntnisse
von Gelman et al. damit auch erklaren, warum kein Unterschied im T-Zell-

Uberleben zwischen BV-US- und EC-US-stimulierter Gruppe zu erkennen war.

Auch die Analyse der T-Zell-Differenzierung unter dem Einfluss der DC-Zytokin-
Profile offenbarte unter einzelnen Polarisationsbedingungen Stimulus-
spezifische Unterschiede, vor allem bei 48 h andauernder Polarisation. So zeigte
sich hier am deutlichsten, dass die Zytokine im Uberstand E. coli mpk-stimulierter
DCs zu den tendenziell hochsten Zahlen an Tul-Zellen fuhrten. Dieser T-Zell-
Subgruppe wird Uber ihr charakteristisches Zytokin Interferon-y (IFN-y) die
Aktivierung der antimikrobiellen Aktivitat von Makrophagen und damit eine
wichtige Rolle in der Abwehr pathogener Mikroorganismen zugeschrieben (Zhu,
2018). Im klinischen Kontext konnte bereits mehrfach eine Assoziation zwischen
erhohten Tul-Zellen bzw. Tul-assoziierten Faktoren und Morbus Crohn
nachgewiesen werden (Fuss et al., 1996; Neurath et al., 2002; Matsuoka et al.,
2004; Olsen & Sollid, 2013; Di Giovangiulio et al., 2019). Auch bestimmte IFN-y-
Polymorphismen konnten mit Morbus Crohn in Zusammenhang gebracht
werden (Ebrahimi Daryani et al., 2019). Ein mit Morbus Crohn assoziierter E. coli-
Stamm induzierte in Zellen aus mesenterialen Lymphknoten (MLN-Zellen) aus
verschiedenen Maus-Colitis-Modellen eine Tul-Antwort, deren Starke vom
verwendeten Maus-Modell, also dem jeweiligen genetischen Hintergrund,
abhangig war (Eun et al.,, 2014). Nachdem bereits frihere Studien einen
Tul-induzierenden Effekt fur E. coli mpk sowohl in vitro (Frick et al., 2006) als
auch in vivo (Mller et al., 2008) nachweisen konnten, scheint diese Arbeit den
pathobiontischen Charakter von E. coli mpk im Rahmen einer Induktion der Tn1-

Antwort zu bestatigen.

Die Zytokin-Zusammensetzung im Uberstand B. vulgatus mpk-stimulierter DCs
scheint im Gegensatz dazu nur zu geringen Thl-Zahlen zu fihren. Vielmehr
zeigen die Daten dieser Arbeit einen tendenziell Tu2-induzierenden Effekt von

B. vulgatus mpk-assoziierten Zytokinen. Tw2-Zellen, deren charakteristisches
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Zytokin IL-4 ist, nehmen physiologisch eine Rolle in der Immunabwehr
gegenuber extrazellularen Parasiten und Wuirmern ein, eine pathologische
Funktion wird dieser Subgruppe bei der Entstehung von allergischen
Erkrankungen wie Asthma bronchiale zugeschrieben (Zhu, 2018). Zwar konnten
zurluckliegende Untersuchungen speziell fur B. vulgatus mpk weder in vitro (Frick
et al., 2006) noch in vivo (Muller et al., 2008) eine gesteigerte IL-4-Expression als
Zeichen eines Tu2-Shifts feststellen. Fur IL-6, das einzige der in dieser Arbeit
untersuchten Zytokine, das von B. vulgatus mpk in der DC-Stimulation Uber
mock-Level induziert wurde (s. Abb. 7), ist jedoch sowohl eine Suppression der
T-Zell-Differenzierung in Tul-Richtung (Ohno et al., 2016) als auch eine
Forderung der Tu2-Differenzierung (Diehl & Rincon, 2002) vorbeschrieben. IL-6
konnte als entscheidendes Zytokin im Uberstand B. vulgatus mpk-stimulierter
DCs so die Differenzierung naiver T-Zellen zu Tu2-Zellen gefoérdert haben. Die
klinische Bedeutung dieses potentiellen Zusammenhangs zwischen
B. vulgatus mpk, IL-6 und Tu2-Zellen bleibt zunachst unklar. Fir IL-6 an sich
wurden jedoch protektive Effekte beziglich der Entstehung einer Colitis im Maus-
Modell beschrieben. So konnte eine Verstarkung der DC-abhéangigen T-Zell-
Aktivierung in IL-6-Knockout-Mausen nachgewiesen werden (Park et al., 2004)
und auch in IL-10-Knockout-Mausen fuhrte eine zuséatzliche IL-6-Defizienz zu
verschlimmerter Colitis-Symptomatik (Ye et al., 2019). Interessanterweise wurde
von Ye et al. neben einer Suppression der Treg-Differenzierung auch eine
Forderung der Tu2-Entwicklung als Ursache der gesteigerten Inflammation in
IL-10-Mausen mit zusatzlicher IL-6-Defizienz angefuhrt (Ye et al., 2019).
Letzteres widerspricht jedoch der von Diehl und Rincon postulierten Th2-
induzierenden Wirkung von IL-6 (Diehl & Rincén, 2002). Auch in dieser Arbeit
konnte mit hohen Tu2-Zahlen in der nur mit DC-Medium scheinstimulierten mock-
Gruppe ein unerwartetes Ergebnis beobachtet werden. Ob B. vulgatus mpk-
induziertes IL-6 tatséachlich einen Twh2-induzierenden Effekt vermittelt, gilt es
daher in zukunftigen Studien zur TC-Polarisation, beispielsweise unter
Verwendung IL-6-neutralisierender Antikérper oder mithilfe von IL-6-Rezeptor-

Knockout-Modellen, genauer zu untersuchen.
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Fur die Gruppe der regulatorischen T-Zellen (Treg) lasst sich am ehesten fir
B. vulgatus mpk-assoziierte Zytokine ein induzierender Effekt feststellen, auch
wenn im Experiment bei langerer Polarisation in allen Stimulationsgruppen die
Treg-Zahlen anstiegen. Treg-Zellen wirken als wichtige Regulatoren unter anderem
der intestinalen Immunbalance (Josefowicz et al.,, 2012). Bestandteile der
intestinalen Mikrobiota, beispielsweise Bacteroides fragilis, und ihre Metabolite
konnen Uber die Induktion von Treg-Zellen und die damit verbundene gesteigerte
Produktion von antiinflammatorischem IL-10 zur Aufrechterhaltung der
intestinalen Homoostase beitragen (Round & Mazmanian, 2010; Round et al.,
2011; Arpaia et al., 2013). Speziell fur B. vulgatus mpk und sein isoliertes LPS ist
bei Applikation im Rahmen eines Ragl---Maus-Colitis-Modells ein Riickgang der
Symptome mit einem gleichzeitigen Anstieg des Treg-induzierenden Milieus
beschrieben (Steimle et al., 2019), was die hier angenommene Treg-Induktion

durch Uberstande B. vulgatus mpk-stimulierter DCs unterstiitzt.

Neben Trg- spielen auch Tul7-Zellen eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung einer adaquaten Immunabwehr, koénnen jedoch ebenso
pathogene Funktionen in der Entstehung von Erkrankungen wie CED ausiben
(Stockinger & Omenetti, 2017). Nachdem im Experiment nur fir einen Zeitpunkt
tendenziell hbhere Tw17-Zahlen in der BV-US-stimulierten Gruppe nachgewiesen
werden konnten, konnte die Analyse der in ihrer Funktion heterogenen Th17-
Subgruppen, die Einflisse der untersuchten Zytokin-Profile auf die Tul7-

Differenzierung naher charakterisieren.

So kann aus den Daten dieser Studie fur IL-17*IL-10* protektive Th17-Zellen eine
recht deutliche Induktion sowohl durch B. vulgatus mpk- als auch E. coli mpk-
assoziierte DC-Zytokine abgeleitet werden. Die Umwandlung klassischer
Tul7-Zellen in einen IL-10-sezernierenden, protektiven Phanotyp mit
immunsuppressiver Wirkung ist in vivo als Methode vorbeschrieben, um
proinflammatorische Tul7-Reaktionen zu limitieren (Esplugues et al.,, 2011).
Insofern scheint es sinnvoll, dass DCs nach Kontakt mit dem stark immunogenen
Stamm E. coli mpk (Maerz et al., 2019) ein die Differenzierung von TnH1l7 in
IL-17*IL-10* protektive Tnl7 forderndes Zytokin-Profil sezernieren, um die durch

E. colimpk hervorgerufene starke Immunreaktion zu regulieren. Dass die
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Polarisation mit den Uberstanden B. vulgatus mpk-stimulierter DCs sogar zu
tendenziell noch hoheren Zahlen protektiver Twl7-Zellen fuhrte, obwohl dieser
schwach immunogene Stamm keine starken Immunreaktionen auslost (Maerz et
al., 2019), unterstreicht die symbiontischen Eigenschaften von B. vulgatus mpk

in der Aufrechterhaltung der intestinalen Homoostase.

Fir die Ubrigen untersuchten Twl7-Subgruppen lassen sich nur weniger
eindeutige Schlussfolgerungen aus den hier gewonnenen Daten ziehen. So
blieben die Zahlen der Twul-like THl7-Zellen unabh&éngig vom applizierten
Zytokin-Profil ungefahr auf dem Ausgangslevel. Ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen Kontrollen und mit bakteriellem Uberstand stimulierten
Gruppen nach maximaler Polarisationszeit scheint vielmehr durch einen
starkeren Abfall der Twl-like TH17-Zellen in den Kontrollen als durch eine
Induktion dieser Zell-Gruppe durch Bakterien-assoziierte DC-Zytokine
entstanden zu sein. Tul-like Tul7-Zellen exprimieren neben IL-17 auch das
eigentlich fur Thl-Zellen typische IFN-y (Bending et al., 2009). lhnen wird eine
Rolle in der Pathogenese verschiedener Autoimmunerkrankungen
zugeschrieben (Kamali et al., 2019). Auch im Darm von Morbus Crohn-Patienten
konnte diese Tul7-Subgruppe nachgewiesen werden (Annunziato et al., 2007)
und kdnnte folglich an der CED-Entstehung beteiligt sein (Harbour et al., 2015).
Fur die in dieser Studie verwendeten Modell-Kkommensalen lasst sich jedoch kein

eindeutiger Tul-like Tul7-induzierender Effekt iber DC-Zytokine feststellen.

Auch fir die Gruppe der anti-Tul7-Treg-Zellen lie3 sich im Experiment nur
tendenziell eine Induktion durch E. coli mpk-assoziierte DC-Zytokine erkennen.
IL-17"FoxP3* anti-Tnl7-Treg-Zellen sind in Gesunden kaum nachweisbar,
konnten allerdings in der entziindeten Mukosa von Morbus Crohn-Patienten
beobachtet werden (Hovhannisyan et al., 2011; Ueno et al.,, 2013). Die
Konversion von Treg- in anti-TH17-Treg-Zellen kann durch TLR2-Signale gefordert
werden (Nyirenda et al., 2011) und auch fir die Kombination der Zytokine IL-6,
IL-18 und IL-23 ist eine induzierende Wirkung fir diese Tnl7-Subgruppe
nachgewiesen (Ueno et al., 2013). Da sowohl die genannten Zytokine als auch
TLR2-Liganden im Uberstand E. coli mpk-stimulierter DCs zu erwarten sind,
scheint eine Induktion von anti-Thl7-Treg-Zellen durch diesen Stimulus
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theoretisch  mdglich.  Funktionell behalten anti-TH17-Treg-Zellen ihre
immunregulierenden, suppressiven Eigenschaften (Voo et al, 2009;
Hovhannisyan et al., 2011) und kénnten damit auch in der Regulation von

E. coli mpk-induzierter Immunaktivitat mitwirken.

Zusammenfassend kdnnen die Daten dieser Studie die vorbeschriebene Rolle
von E. coli mpk als Pathobiont bzw. B. vulgatus mpk als Symbiont bestétigen. So
fuhrte das Zytokin-Profil B. vulgatus mpk-stimulierter DCs eher zur
Differenzierung naiver CD4* T-Zellen in protektive Tu-Subgruppen als
E. coli mpk-assoziierte Zytokine. Da im Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden
konnte, dass die unterschiedliche Zytokin-Sekretion der DCs mit differentieller
IxkBC- und MCPIP1-Expression einhergeht, liegt ein Zusammenhang hier nahe.
Bewiesen werden muss dieser jedoch in weiterfihrenden Experimenten, in
denen beispielsweise Uber Knockout der beiden Proteine ihr jeweiliger Einfluss
auf DC-vermittelte Zytokin-Sekretion und daraus resultierende T-Zell-

Differenzierung genauer charakterisiert wird.

4.3 1kBC und MCPIP1 in intestinalen Epithelzellen

Nachdem die Daten dieser Studie eine wichtige Funktion von IkB und MCPIP1
im Rahmen der Mikrobiota/Immunsystem-Interaktion nahelegen, konnte in einem
abschlieBenden Experiment die Relevanz dieser Proteine fir intestinale
Epithelzellen, die mit der intestinalen Mikrobiota in noch engerem Kontakt stehen
als DCs, besser charakterisiert werden. Fur die Untersuchung intestinaler
Epithelzellen invitro stehen dabei verschiedene Zell-Linien  zur
Verfigung (Pearce et al.,, 2018). Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Zell-Linie. mICci2 ist urspringlich von murinen Dunndarm-Krypten-Zellen
abgeleitet worden. In Zellkultur stellen miCci2-Zellen nicht nur polarisierte
Epithelzellen dar, sondern bilden Monolayer mit rudimentarem Birstensaum und
zum Teil damit assoziierten Enzymen aus. mliCci-Zellkulturen sind damit

durchaus realistische Modelle fiir das intestinale Epithel und insbesondere fur
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Untersuchungen bezuglich der Interaktion zwischen Mikroorganismen und

Epithelzellen geeignet. (Bens et al., 1996)

Im Rahmen der mit diesen Zellen durchgefihrten Stimulationsversuche konnte
diese Studie zeigen, dass intestinale Kommensale nicht nur in DCs, sondern
auch in murinen intestinalen Epithelzellen die Expression von IkBg (Michaelis et
al., 2021) und MCPIP1 auf unterschiedliche Art und Weise beeinflussen. So
fuhrte auch in Epithelzellen die Stimulation mit E. coli mpk zu einer wesentlich
starkeren  Induktion der IkB{- und MCPIP1-Expression als die
B. vulgatus mpk-Stimulation. Beim Vergleich der Stimulation von miCc2-Zellen
mit den Daten, die im Rahmen der DC-Stimulationen generiert
wurden (s. Abb. 6 A), fallt jedoch bezuglich der mRNA-Expression der
untersuchten Gene auf, dass obwohl die Stimulation der Epithelzellen mit einer
zehnfach hoheren MOI erfolgte, hier wesentlich geringere Level an 1kB¢- und
auch MCPIP1-mRNA zu beobachten waren als bei Stimulation von DCs. Dies
verdeutlicht die unterschiedliche Funktion von Epithelzellen und den professionell

Antigen-prasentierenden DCs.

Um die Mechanismen, die der unterschiedlichen Responsivitat auf die
verwendeten Bakterien in DCs und mliCci2-Zellen eventuell zugrunde liegen,
erlautern zu konnen, muss zundchst beachtet werden, dass auch mlICci-
Epithelzellen unter anderem TLR2 und TLR4 exprimieren und eine deutliche
Reaktion dieser Zelllinie auf die Stimulation mit LPS hin vorbeschrieben wurde
(Hornef et al., 2002; van Aubel et al., 2007). Giunther et al. postulierten, dass
TLRs in vielen Epithelzellen jedoch in niedrigerer Auspragung als in Immunzellen
exprimiert werden und in diesem Zelltyp auch die Lokalisation der TLRs wichtig
fur den Kontakt zu Mikroorganismen sei (Gunther & Seyfert, 2018). So kann eine
Uberwiegend basolaterale Lage der TLRs einen tUbermalligen Antigen-Kontakt
der Rezeptoren vermeiden, was fir TLR2 und TLR4 in intestinalen Epithelzellen
beobachtet wurde (Fusunyan et al., 2001). Interessanterweise wurde in Morbus
Crohn-Patienten hingegen eine verstarkt apikale Lage von TLR4 nachgewiesen,
was die Relevanz der TLR-Lokalisation fir die Aufrechterhaltung der
Homoostase verdeutlicht (Cario & Podolsky, 2000). Schutzmechanismen vor

Ubermaliger TLR-Aktivierung sind auch fur mlICc2-Zellen vorbeschrieben. So
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wurde fur TLR4 in diesen Zellen eine strikt intrazellulare Lokalisation berichtet,
was eine Internalisierung des LPS vor Induktion einer entsprechenden Immun-
reaktion notwendig macht und somit zum Schutz vor unkontrollierter Stimulation
der Epithelzellen, die in vivo schlie3lich standig mit einer hohen Zahl von

Mikroorganismen konfrontiert sind, dient (Hornef et al., 2002; Hornef et al., 2003).

Diese Notwendigkeit der Internalisierung des LPS fur die adaquate Stimulierung
von TLR4 kann auch als Erklarung fur die Kinetik, die im Rahmen der Analyse
der IkBC- und MCPIP1-Protein-Expression beobachtet werden konnte, gesehen
werden. So stieg sowohl der IkB(- als auch der MCPIP1-Protein-Level erst nach
2 h Stimulation an. Unterstiutzt wird diese Erklarung auch dadurch, dass die
Phagolysosom-Bildung im Rahmen der Phagozytose bei Epithelzellen deutlich
langsamer ablauft als in professionell Antigen-prasentierenden Zellen
(Gunther & Seyfert, 2018), was die Zeit bis zur adaquaten Aktivierung des
intrazellularen TLR4 weiter verlangert haben durfte. Bezuglich der Kinetik der
IkBC- und MCPIP1-Expression in mlCci2-Zellen im Vergleich zu WT-DCs
(s. Abb. 10 B) war ebenfalls auffallig, dass es nur nach 2 h Stimulation zu einem
kurzen Anstieg der Protein-Spiegel in E. coli mpk-stimulierten Zellen kam, die
Expression anschliel3end aber wieder auf das urspriingliche Niveau absank und
in MCPIP1 nach maximaler Stimulationszeit sogar signifikant gegentber der
unstimulierten Kontrolle verringert war. Hier kdnnte eine mogliche Toleranz-
entwicklung der Epithelzellen im Laufe der Stimulation urséchlich sein, da dies
gerade fur intestinale Epithelzellen, die in stdndigem Kontakt zu zahlreichen
Mikroorganismen stehen, als wichtiger Mechanismus zur Aufrechterhaltung der
Homoostase dienen koénnte. Tatsachlich konnten van Aubel et al. bei langer
Stimulation von mICc2-Zellen mit LPS eine Herabregulation von TLR4-mRNA
nachweisen und interpretierten dies als negativen Feedback-Mechanismus zum
Schutz vor bakterieller Uberstimulation (van Aubel et al., 2007). Auch
Hornef et al. berichteten bei dauerhafter LPS-Stimulation von der Ausbildung
eines toleranten Phanotyps der mICci2-Zellen, wobei sie hierbei jedoch keine
Veranderung der TLR4-Expression feststellen konnten (Hornef et al., 2002). Im
Widerspruch zur Hypothese, dass TLR-Herabregulation fir den schnellen Abfall

der Protein-Expression nach 2 h in mICc2-Zellen verantwortlich sein kénnte, steht
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auch die Tatsache, dass selbst nach 4 h Stimulation noch deutlich erhdhte Level
an IkBC- und MCPIP1-mRNA im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle in
E. coli mpk-stimulierten Zellen nachgewiesen werden konnten. Daher kénnte der
Regulation der Protein-Expression auch ein anderer Mechanismus zugrunde

liegen, den es in weiteren Versuchen genauer zu charakterisieren gilt.

Abschliel3end soll auf die Rolle von MCPIP1 in Epithelzellen naher eingegangen
werden, da hierzu unterschiedliche Angaben in der Literatur vorliegen.
Klassischerweise gilt MCPIP1 als Immunregulator und wird als Feedback-
Inhibitor UberschieRender Immunreaktionen beschrieben (Liang et al., 2008;
Garg et al., 2015). Auch fur Epithelien, in denen MCPIP1 konstitutiv und in
manchen Epithelzell-Typen sogar starker als in Makrophagen oder DCs
exprimiert wird, wird MCPIP1 eine wichtige Rolle fir die Aufrechterhaltung der
Homoostase zugeschrieben (Dobosz et al., 2016). Neuere Untersuchungen von
Nagahama et al. berichteten im Gegensatz dazu von einer protektiven Funktion
einer intestinalen MCPIP1-Defizienz gegentiber DSS-induzierter Colitis im Maus-
Modell und postulierten eine negative Rolle von MCPIP1 bezuglich der
Effektivitat der intestinalen Barriere und der Regeneration des Epithels nach
Inflammation (Nagahama et al., 2018). Daruber hinaus konnten sie auch eine
verringerte Progression von chronischer Colitis und kolorektalen Tumoren bei
intestinaler MCPIP1-Defizienz feststellen (Nagahama et al., 2018).
Interessanterweise fihren Dobosz et al. als Mechanismus der anti-
inflammatorischen Wirkung von MCPIP1 in Epithelien eine verminderte
Expression von unter anderem IL-6 bei hohen MCPIP1-Leveln an (Dobosz et al.,
2016). Eine neuere Studie konnte hingegen eine Exazerbation der Colitis in
IL-10-Mausen mit zusatzlicher IL-6-Defizienz nachweisen, was eine intestinal
protektive Rolle von IL-6 nahelegt (Ye et al., 2019). Zusammenfassend ist die
Datenlage bezlglich der Rolle von MCPIP1 in Epithelien teilweise
widersprtchlich. Weitere Arbeiten mussen hier neue Erkenntnisse beitragen.
Auch bezuglich der Rolle von IL-6 in diesem Zusammenhang und inwiefern sich
B. vulgatus mpk als IL-6-induzierendes Bakterium hierbei protektiv auswirken
kann, lasst der Stand der Forschung aktuell noch keine abschlielienden

Aussagen zu.
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4.4 Schlussfolgerungen

In Zusammenschau der Erkenntnisse aus dieser Arbeit mit der vorhandenen
Literatur scheinen die Proteine IkB und MCPIP1 eine relevante Funktion in der
Steuerung von Immunreaktionen in Zellen des angeborenen intestinalen
Immunsystems wie dendritischen Zellen oder intestinalen Epithelzellen zu haben
und beispielsweise durch Veréanderung der Zytokin-Sekretion Einfluss auf
nachgeschaltete Elemente des adaptiven Immunsystems wie Tul7-Zellen zu
nehmen. lhre eigene Expression kann hierbei TLR-vermittelt durch die intestinale
Mikrobiota  reguliert  werden, wobei  symbiontische = Kommensalen
immunregulierend und protektiv bezlglich der induzierten Immunreaktionen zu
wirken scheinen. kB und MCPIP1 kénnten damit, beeinflusst durch die
Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota, Regulatoren fir Elemente des
Immunsystems, die auch in der CED-Pathogenese von Bedeutung sind,
darstellen. Eine veranderte Funktion dieser Proteine im Rahmen einer

intestinalen Dysbiose konnte zur Pathogenese von CED beitragen.

Als in vitro-Studie mit murinen Zellen kann diese Arbeit somit erste Hinweise auf
eine Beteiligung von IkB{ und MCPIP1 in Pathomechanismen gestorter
intestinaler Immunreaktionen geben. Fir die Beurteilung der tatsachlichen
Relevanz der Proteine in CED beim Menschen missen die Ergebnisse dieser
Arbeit jedoch in in vivo-Studien und Versuchen mit humanen Zellen bestatigt und
erganzt werden. Dann konnten, nachdem fur andere Erkrankungen bereits mit
IkBC-modulierenden  Therapeutika geforscht wird, Mikrobiota-assoziierte
Therapieverfahren zur Manipulation von IkB{ oder MCPIP1 neue Mdoglichkeiten
darstellen, um die Therapieoptionen bei chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen in Zukunft zu erganzen.
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5 Zusammenfassung

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) konnen bei betroffenen
Patienten zu deutlichen Einschrankungen der Lebensqualitdt und teils
schwerwiegenden Komplikationen fuhren. Trotz intensiver Forschung sind die
zugrundeliegenden Pathomechanismen nicht vollstdndig aufgeklart. CED
kénnen, wie viele andere Erkrankungen, mit einer ungunstigen Verénderung der
intestinalen Mikrobiota, einer Dysbiose, einhergehen. Auch dendritischen
Zellen (DCs) und insbesondere Tnl7-Zellen wird als wichtigen Elementen des

intestinalen Immunsystems eine Rolle in der CED-Pathogenese zugesprochen.

Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe des Symbionten Bacteroides vulgatus mpk und
des Pathobionten Escherichia coli mpk als Modell-Kkommensalen den Einfluss
der intestinalen Mikrobiota auf die Expression des im Rahmen der Tu17-Antwort
wichtigen Proteins kB, des IkB(-regulierenden Proteins MCPIP1 und auf

nachgeschaltete Immunreaktionen zu charakterisieren.

In Stimulationsversuchen mit murinen Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass
die Expression von kB und MCPIP1 sowohl in DCs als auch in intestinalen
Epithelzellen durch Kommensalen in Abhangigkeit von ihrer Immunogenitat
unterschiedlich beeinflusst wird. Wéahrend die Stimulation mit E. coli mpk zu
deutlicher Induktion dieser Proteine und Sekretion Thl7-induzierender Zytokine
durch DCs fuhrte, wirkte sich der Kontakt mit B. vulgatus mpk immunregulierend
aus, was sich in geringerer Expression der untersuchten Proteine und
verminderter Sekretion von Tnl7-Zytokinen widerspiegelte. Als entscheidende
Elemente der Signalwege, die die unterschiedlichen Effekte der Kommensalen
auf DCs vermittelten, konnten Toll-like Rezeptoren (TLR), insbesondere TLR4,
identifiziert werden. Im Rahmen eines T-Zell-Polarisations-Assays zeigte sich
schlief3lich, dass auch die Differenzierung naiver T-Zellen durch B. vulgatus mpk-
induzierte DC-Zytokine starker in Richtung protektiver Tu-Subgruppen gelenkt
wurde als durch E. coli mpk-induzierte DC-Zytokine.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die differentielle Induktion

von IkBC und MCPIP1 insbesondere in DCs eine wichtige Rolle in der Regulation
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von Mikrobiota-assoziierten Immunreaktionen wie der T-Zell-Antwort einnimmt.
Nachdem bereits in zurickliegenden Studien Hinweise auf eine Beteiligung
beider Proteine in der Pathogenese von CED gefunden wurden, unterstitzen die
Erkenntnisse dieser Arbeit die Hypothese, dass eine bei intestinaler Dysbiose
veranderte Funktion von kB und MCPIP1 an der Entstehung von CED beteiligt
sein kann. Als Ansatzpunkte fir die weiterfihrende Forschung an neuen,
Mikrobiota-assoziierten Therapieverfahren koénnen die hier dargestellten
Zusammenhange somit einen Beitrag dazu leisten, die Behandlungs-

maoglichkeiten fur CED-Patienten in Zukunft zu erweitern.
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