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1 Einleitung

1.1 Das intestinale Mikrobiom

Nach dem Abschluss des Human Genome Project im Jahr 2003 wandte sich
die Wissenschaft 2007 auf eine Initiative des amerikanischen National Health
Institute (NIH) erneut einem weiteren Grof3projekt mit multimodalem Ansatz zu:
dem Human Microbiome Project. In den erklarten Zielen wurde angestrebt, eine
standardisierte Datenbank Uber die Komponenten des Mikrobioms zu schaffen
und Assoziationen dieser Zusammensetzung zu dem Status von Krankheit oder

Gesundheit aufzudecken (Turnbaugh et al., 2007).

Als Mikrobiom wird im Allgemeinen die Gesamtheit aller Bakterien, Viren, Pilze
und Protozoen bezeichnet, die einen komplexeren Organismus besiedelt.
Schatzungen zufolge besteht das gesamte Mikrobiom aus 3,8 x 10* Zellen und
steht damit 3 x 102 humanen Korperzellen gegeniiber (Sender et al., 2016).
Round and Mazmanian (2009) gehen in ihrem Nature Immunology-Artikel sogar
so weit, den Menschen nur als Grundgerdtst fir die Etablierung verschiedenster
mikrobieller Okosysteme zu bezeichnen. Die Zusammensetzung des
Mikrobioms unterscheidet sich dabei nicht nur von Spezies zu Spezies, sondern
variiert auch zwischen Individuen derselben Art (Schloissnig et al., 2013).
Trotzdem gibt es dabei Ubereinstimmende Muster, die bspw. beim Menschen
mit der Genetik, dem Lebensalter oder ahnlichen Lebensumstanden assoziiert
sind (vgl. The Human Microbiome Project et al., 2012, Pickard et al., 2017, Gill
et al., 2006). Bei Saugetieren sind die Haut, die Atemwege, der Genitaltrakt und
der Gastrointestinaltrakt besonders dicht von Mikroorganismen besiedelt
(Peterson et al., 2015). Da die Schleimhaute im Mund-/ Rachenraum und dem
Darm durchlassiger sind als die oberflachliche Felder- und Leistenhaut, findet
hier ein besonders enger Kontakt und Austausch zwischen Wirt und Mikrobiom
statt. In Folge kann es zu einer klassischen Symbiose, bei der beide Parteien
vom Zusammenleben profitieren, kommen. Der Wirt bietet eine Nische mit
optimalen Wachstumsbedingungen und sorgt fur Nahrungszufuhr. Im
Gegenzug spalten Mikroben Nahrungsbestandteile in  resorbierbare
Abbauprodukte, produzieren Vitamine und etablieren eine natirliche

10



Kolonisierungsresistenz gegen pathogene Mikroorganismen. Zuséatzlich fihrt
diese Interaktion zu einem standigen Priming des Wirt-lmmunsystems zur
Aufrechterhaltung einer Immunhomaoostase. Umgekehrt beeinflussen Faktoren
wie Immunglobuline, Defensine und andere antimikrobielle Stoffe, die durch das
Immunsystem und das Darmepithel gebildet werden, die Zusammensetzung
der lokalen Darmflora (Liu and Rhoads, 2013, Chairatana and Nolan, 2017).

Die prozentual am haufigsten vorkommenden Spezies des intestinalen
Mikrobioms sind die Gram-negativen, obligat anaeroben Bacteroidetes, die tUber
Fermentation unverdauliche Kohlenhydrate verarbeiten und unterstitzend im
hepatobiliaren Kreislauf der Gallensauren wirken. Daher werden besonders
gro3e Populationen an Bacteroidetes auch in Verbindung mit einer fettreichen
Ernahrung gebracht (Wu et al., 2011). Bacteroidetes machen gemeinsam mit
den Firmicutes Uber 90 % der bakteriellen Darmflora aus (Turnbaugh et al.,
2009) und sind bei alteren Erwachsenen deutlich starker vertreten als bei
Kindern und Jugendlichen (vgl. Hollister et al., 2015, Mariat et al., 2009). Eine
weitere Tatsache, die dazu beitragt, dass das Mikrobiom jedes Menschen
einzigartig ist, ist der horizontale Gentransfer zwischen unterschiedlichen
Stdmmen der groRen Familie der Bacteroidetes (Coyne et al., 2014, Lange et
al., 2016). Dadurch wird sogar das Genom der Bakterien von der
Zusammensetzung des gesamten Mikrobioms beeinflusst. Als einen Vertreter
dieser Gruppe haben wir Bacteroides vulgatus mpk ausgewahlt, der im murinen
Darm gesunder Tiere vorkommt. Dem humanen Bacteroides vulgatus-Stamm
wurden u. a. schon protektive Fahigkeiten bei E. coli-induzierter Kolitis in

gnotobiotischen IL-27-Mausen nachgewiesen (Waidmann et al., 2003).

Das zu den fakultativ anaeroben Enterobacteriaceae zahlende Gram-negative
Bakterium Escherichia coli existiert phylogenetisch in vier verschiedenen
Gruppen. Die typischen Kommensale gehéren dabei zur Gruppe A, wohingegen
viele extraintestinale und deutlich pathogenere Stdmme zur Gruppe B2 zahlen
(Herzer et al., 1990). Weitere Gruppen sind B1 und D. Die phylogenetischen
Gruppen unterscheiden sich durch ihre Virulenz, ihre préaferierte Lokalisation

(extra-/ intestinal) und spezielle Enzyme, Ribotypen und Gene.
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Allerdings koénnen auch die kommensalen E. coli-Stamme durch ein
verandertes Mikromilieu in und aufRerhalb des Darms zu Infektionen wie bspw.

Harnwegsinfekten fihren.

Eine sehr ausfuhrliche Definition und Herleitung des Begriffes Kommensalismus
bzw. Kommensale wurde von Casadevall and Pirofski (2000) publiziert. Darin
gilt Kommensalismus (com mensa al wortlich Ubersetzt als ,mit am Tisch
essend) als eine Interaktion zwischen Mikroorganismus und Wirt, die dem Wirt
keinen nachhaltig bemerkbaren Schaden zufligt, trotzdem aber eine
Immunstimulation bewirken kann. Zu betonen ist allerdings, dass dieser
Zustand des Nicht-Schadens nicht dauerhaft sein muss, sondern durch
Veranderungen in der Mikrobiomzusammensetzung oder des Immunstatus

beeinflussbar ist.

Der Begriff Pathobiont wurde erstmals von Mazmanian et al. (2008) definiert als
kommensale Bakterien, die potenziell pathogen sein konnen. Diese stehen den
Symbionten gegenuber, unter denen Kommensale verstanden werden, die
potenziell nitzlich fir den Wirtsorganismus sind. Ob die pathogene Eigenschatft
zu Tage tritt, hangt u. a. von der genetischen Disposition des Wirts und dem
Mikromilieu in der Umgebung des Bakteriums ab. Unsere Modellkommensale
B. vulgatus mpk (Symbiont) und E. coli mpk (Pathobiont) besitzen dabei schon
eine grundlegend unterschiedliche Endotoxizitat ihrer LPS-Struktur, die bei
E. coli mpk deutlich héher ist als bei B. vulgatus mpk.

1.2 Angeborenes und adaptives Immunsystem: B-, T- und dendritische
Zellen
Das Immunsystem ist der Uberbegriff fir eine sehr heterogene Gruppe an
einzelnen Zellen und I8slichen Molekilen, die eine orchestrierte Immunantwort
induzieren und durchfihren. Primar richtet sich eine Immunantwort gegen
pathogene Mikroorganismen wie Bakterien, Viren und Pilze. Aber auch
beschéadigte oder apoptotische Zellen des Wirtsorganismus konnen vom
Immunsystem eliminiert werden. In erster Linie werden zwei Saulen des

Immunsystems unterschieden, die allerdings ineinander Ubergehen und deren
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Interaktion essenziell fir eine ausreichende Immunkompetenz ist. Beide Saulen

enthalten zellulare und humorale Bestandteile.

Schon von Geburt an wird der Organismus vom angeborenen bzw.
unspezifischen Immunsystem geschitzt. Die zellularen Vertreter tragen
mustererkennende Rezeptoren (PRRs = pattern regocnition receptors), die
durch sogenannte microbe associated molecular patterns (MAMPSs), d.h.
ausschliel3lich auf Mikroorganismen vorkommende Strukturmolekiile, gebunden
und aktiviert werden kénnen (Janeway and Medzhitov, 2002). Dadurch ist eine
Unterscheidung von korpereigen und korperfremd maoglich. Der wichtigste
Vertreter der PRRs ist der Toll-like-Rezeptor (TLR), von dem es bisher zehn
humane und zwdlf murine Untertypen gibt (teilweise Ubereinstimmend), die
jeweils auf die Erkennung von spezifischen Strukturen spezialisiert sind (Akira
et al., 2006). Zu den Zellen der angeborenen Abwehr zdhlen mononukleéare
Phagozyten, Granulozyten und natirliche Killerzellen (NK-Zellen). Dazu
kommen humorale Komplementfaktoren. Treffen diese Zellen wahrend ihrer
Zirkulation durch den Organismus auf MAMPs, leiten sie Abwehrmechanismen
wie Phagozytose und die Sekretion von Effektormolektlen (z. B. Histamin) ein
und induzieren eine Entzundungsreaktion. Chemokine fiihren weitere
Immunzellen zum Ort des Geschehens. Aul3erdem prasentieren professionelle
antigenprasentierende Zellen (APZ) Bestandteile der Antigenstruktur fur die
naiven Zellen der zweiten Saule des Immunsystems: die erworbene (auch
adaptive oder spezifische) Abwehr (Medzhitov, 2001). Diese muss durch
Botenstoffe und direkten Zell-Zell-Kontakt vom angeborenen Immunsystem
aktiviert werden. Da die Spezialisierung der adaptiven Immunabwehr auf jedes
neue antigene Epitop einige Tage Zeit braucht, erfolgt die spezifische

Immunabwehr erst in einer zeitversetzten zweiten Welle.

Als ein wichtiger Vertreter der professionellen APZ existiert die Population der
dendritischen Zellen (DZ), die von Ralph Steinman 1973 erstmalig beschrieben
wurden (Steinman and Cohn, 1973, Mellman, 2013). Diese Zellen dienen nicht
in erster Linie der Bekdmpfung von Pathogenen, sondern der Aufnahme
pathogener Bestandteile, Migration in die lymphatischen Gewebe und dortige

Aktivierung der klonalen Selektion von Lymphozyten fir ganz bestimmte
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Epitope (Kelsall, 2008). DZ existieren in verschiedenen Subtypen mit
unterschiedlichem Maturationsgrad (immatur, semi-matur und matur). Der
Maturationsgrad wird Uber die Expression co-stimulatorischer Molekile wie
MHC Il, CD40, CD80 und CD86 und uber die Sekretion einiger Zytokine (Frick
et al., 2010) definiert. Welchen Reifungszustand die DZ erlangen, hangt auch
mit der Art der Stimulation, bspw. durch Bakterien, zusammen, weshalb diese
einen indirekten Einfluss auf die weitere Immunantwort hat. So zeigten Frick et
al. (2006), dass E. coli mpk zur vollen Maturation fuhrt, B. vulgatus mpk aber
nur zum semi-maturen Zustand, der tolerogene Effekte ausibt. Im maturen
Zustand werden die co-stimulatorischen Oberflachenmolekiile stark exprimiert
und zusatzlich grol3e Mengen der Zytokine Tumornekrosefaktor-a (TNF-a),
Interferon-y (IFN-y), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-4 (IL-4) und andere
sezerniert. TNF-a ist ein Uberwiegend pro-inflammatorischer Botenstoff, der wie
Menges et al. (2002) =zeigten, je nach Dosis zur Entwicklung pro-
inflammatorischer voll maturer DZ oder zu modulatorisch wirksamen semi-
maturen DZ fuhren kann. Mature DZ produzieren wiederum selbst viel TNF-a,
was zu einer erhoéhten Aktivierung von T-Helferzellen Typ 1 und 2 beitragen
kann und so eine Immunantwort induziert. TNF-a wird von den
unterschiedlichsten Zelltypen produziert und bewirkt laut Akdis et al. (2016) die
Induktion einer starken Immunantwort, bevor TNF-a selbst die

Entztindungsreaktion auch wieder limitieren kann.

Zum spezifischen Immunsystem zahlen B-Zellen und T-Zellen, die mit einer
Vielzahl an unterschiedlichen Subtypen verschiedenste Aufgaben bernehmen
und hochspezialisiert gegen das Antigen vorgehen. Beide Zelltypen kdnnen
Effektor- und Gedachtniszellen bilden (Hamann et al., 1997, Sallusto et al.,
1999, Dogan et al., 2009).

T-Zellen werden aufgrund ihrer Major Histocompatibility Complex (MHC)-
Erkennung in MHC-I-restringierte CD8" T-Zellen und MHC-lI-restringierte CD4*
T-Zellen eingeteilt. Erstere sind direkt zytotoxisch und fuhren Uber
Apoptoseliganden (z. B. FasL) zum kontrollierten Absterben korpereigener
Zellen, die Peptide Uber MHC-I prasentieren. Zur Prasentation tber MHC-I ist

nahezu jede Korperzelle befahigt, allerdings koénnen nur professionelle
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antigenpréasentierende Zellen Antigene tber MHC-I1I prasentieren und damit den
T-Zell-Rezeptor (TZR)/CD3-Komplex der T-Zellen aktivieren. Zu dieser Gruppe
gehoren dendritische Zellen, Monozyten und B-Zellen. CD4* T-Zellen fungieren
als Effektor- und Helferzellen, die Uber Zytokinsekretion pro- oder anti-
inflammatorischer Botenstoffe andere Immunzellen mobilisieren oder
unterdricken. Damit stehen sie an einer SchlUsselposition der

Immunhomoostase.

Unter den T-Helferzellen (Th) gibt es Th1l-Zellen (CD4* IFN-y*), denen Uber IL-2
und IFN-y besonders die Aktivierung der zellularen Immunitat nachgewiesen
wurde, und Th2-Zellen (CD4" IL4Y), die mittels IL-4, -5, -10 und -13 humorale
Abwehrreaktionen von B-Zell-Antikdrpern gegen Helminthen hervorrufen (vgl.
Moss et al., 2004, Nutman, 2015). AuRerdem gibt es T-Helferzellen Typ 17
(CD4* IL-17A" IL-4" IFN-y), die Uber pro-inflammatorische Zytokine effektiv
extrazellulare Erreger bekampfen und daher auch in Zusammenhang mit der
Entstehung und Aufrechterhaltung von Autoimmunerkrankungen stehen
(Tesmer et al., 2008).

Regulatorische Foxp3* T-Zellen (Treg) bilden zu alledem ein Gegengewicht,
indem sie v.a. durch Interleukin-10- und Tumorgrowthfactor-B-(TGF-B)-
Produktion modulatorisch wirken und UberschieRende Immunreaktionen

eindammen.

Neben der Regulation der Immunreaktion durch T-Zellen spielen auch B-Zellen
eine wichtige Rolle. Naive B-Zellen miussen nicht zwingend wie T-Zellen von
anderen APZ aktiviert werden, sondern konnen auch selbst Gber TLR und
membranstandige Antikdrper Antigene erkennen. Nach diesem Kontakt konnen
sie zu Plasmazellen differenzieren und unterschiedliche Klassen an Epitop-
spezifischen Antikérpern produzieren. Daher befinden B-Zellen sich an der
Schnittstelle zwischen angeborener und erworbener Immunitéat. Bei den pro-
inflammatorischen B-Zellen werden B-Effektor-Typ 1 (B1) und Typ 2 (B2)
unterschieden (Luu et al., 2014). B1-Zellen induzieren tber IFN-y, TNF-a, IL-12
und Lymphotoxin-a die Polarisation von Th1-Zellen, wohingegen B2-Zellen tber
IL-4, IL-6 und z. T. IL-10 Th2-Zellen férdern.
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Je nach Stimulus und Einfluss anderer Immunzellen ist auch die Entwicklung zu
regulatorischen B-Zellen (Bregs, typischerweise 1L-10*) moglich, die anhand ihrer
Oberflachenmarker noch in zahlreiche Subtypen eingeteilt werden (vgl. Rosser
and Mauri, 2015, van de Veen et al., 2016), wobei die meisten bisher nur fur
Mause bestétigt sind. Am bekanntesten sind die B10-Zellen (CD5" CD1d"), die
tber ihre IL-10-Sekretion CD4* und CD8* Effektor-T-Zellen sowie DZ inhibieren
(Yanaba et al., 2008). Mit einem etwas anderen Oberflachenmuster wurden
diese IL-10-produzierenden B10-Zellen auch im Menschen gefunden (lwata et
al., 2011). Dass diese Population auch die Progression von
Autoimmunerkrankungen im Mausmodell verhindern kann, haben Matsushita et
al. (2008) und Fillatreau et al. (2002) bereits gezeigt. B10-Zellen sind ebenso
wie weitere Breg-Typen, namentlich transitional 2 marginal-zone precursor cells
(T2-MzP; CD19* CD21* CD23* CD24*) und Tim-1* B-Zellen, in der Milz von
Mausen zu finden, von wo aus ihre modulatorische Tétigkeit startet (vgl. Evans
et al., 2007, Ding et al.,, 2011). Weitere Populationen, die zum Kreis der
murinen Bregs gezahlt werden, sind bestimmte Typen von Plasmablasten
(CD138* CD44"), Plasmazellen (CD138* MHC-11'° B220*) und Marginalzonen-
B-Zellen (MZ), deren Phanotyp allerdings nicht einheitlich beschrieben wird (vgl.
Rosser and Mauri, 2015, van de Veen et al., 2016).

Alle bisher aufgezahlten regulatorischen B-Zellen sind zur Produktion von IL-10
befahigt, welches durch die Limitation von Immunreaktionen als das wichtigste
anti-inflammatorische Zytokin gilt (Couper et al.,, 2008). Weitere von
regulatorischen B-Zellen produzierte, suppressiv wirkende Zytokine sind TGF-
(Luu et al., 2014) und IL-35. TGF-B ist ein 25 kDa schweres homodimeres
Molekul, das aulRer von einer Vielzahl von Immunzellen auch von Epithelzellen
und Fibroblasten gebildet wird. Die anti-inflammatorische Wirkung liegt in der
Hemmung des Wachstums und der Differenzierung der meisten Vorstufen von
Immunzellen. Alleine Tregs Werden von TGF-B gefordert (Akdis et al., 2016).
Interleukin-35 — ein Heterodimer aus p35 und Ebi3 — wird von Tregs und Bregs
produziert und induziert weitere regulatorische T-Zellen und eine IL-10-
Sekretion (vgl. Akdis et al., 2016, Rosser and Mauri, 2015).
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Zur Entstehung von Bregs besteht noch Unklarheit, da es fir Bregs keinen
eindeutig identifizierenden Marker wie bspw. Foxp3 flr Tregs gibt. Allerdings
vermuten Rosser and Mauri (2015), dass aus unterschiedlichsten
Entwicklungsstufen der B-Zellen Bregs entstehen kdnnen. Auf3erdem postuliert
die Forschungsgruppe um E. Rosser und C. Mauri, dass die Breg-Induktion

reaktiv erfolgt und mit dem Ausmalf3 der Entziindung korreliert.

Dass B-Zellen mit direkter Antigen-Erkennung und professioneller Prasentation,
sowie Antikérperproduktion und Zytokinsekretion so vielfaltige Funktionen
ausitben konnen und dabei sowohl Einfluss auf die angeborene als auch die
erworbene Immunitat nehmen konnen, macht sie fir unsere Forschung

besonders interessant — auch in Hinblick auf die Interaktion mit dem Mikrobiom.

1.3 Kilinische Bedeutung bei Autoimmunerkrankungen

Die Funktion des Immunsystems gleicht einer Gratwanderung zwischen
Aggressivitat und Toleranz: aggressives Vorgehen gegen eine Infektion durch
Pathogene auf der einen Seite und Toleranz gegentiber harmlosen Reizen
sowie die gezielte Beendigung der Immunantwort nach Elimination des
Pathogens auf der anderen Seite. Gelingt dies unzureichend, leidet der
Organismus entweder unter einer erhohten Infektanfalligkeit durch ein
schwaches Immunsystem oder er hat mit den Folgen einer gegen eigene
Strukturen gerichteten, also autoimmunen, Entziindungsreaktion zu kampfen.
Die Inzidenz und Prévalenz von entziindlichen Darmerkrankungen (hier als ein
Beispiel fur Autoimmunerkrankungen) korreliert mit dem sozio6konomischen
Entwicklungsstatus des Landes. In Nordamerika und den meisten europdaischen
Landern hat sich die Pravalenz bei ca. 0,3 % stabilisiert (Ng et al., 2017).
Dagegen verzeichnen Nationen, die sich erst in den letzten Jahrzehnten zu
einem westlichen, industrialisierten Lebensstil hin entwickelt haben, steigende
Inzidenzen. Insgesamt spielt das Thema Autoimmunitdt und dessen
Bekampfung folglich eine zunehmende gesellschaftliche und 6konomische
Rolle im Gesundheitssystem vieler Lander.

Autoimmunerkrankungen und Allergien entstehen meist durch eine

multifaktoriell bedingte Uberaktivierung des Immunsystems, das sich schlie3lich
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gegen den eigenen Korper richtet. Zu den auslosenden Faktoren gehoren
genetische Pradisposition und Umweltfaktoren, wie Infektionen und
Medikamente oder toxische Substanzen (Davidson and Diamond, 2001).

In den letzten Jahren wurden einige Autoimmunerkrankungen aus
unterschiedlichsten Korperregionen in Verbindung mit einem verdnderten
Mikrobiom, insbesondere des Darms, gebracht. Darunter finden sich der
Systemische Lupus Erythematodes (Zhang et al., 2014), die Psoriasisarthritis
(Scher et al., 2015), der Typ-1-Diabetes (Maffeis et al., 2016) und die Multiple
Sklerose (Cantarel et al., 2015, Berer et al., 2017).

Die grundlegende Erforschung des Zusammenhangs zwischen dem Mikrobiom,
von dem man lange dachte, dass es sich um einen lokal abgekapselten
Mikrokosmos handelt, und dem im gesamten Organismus agierenden
Immunsystem ist von enormer Bedeutung. Allein die Tatsache, dass
kommensale Bakterien die Grundlage fur mindestens 20 % der Blutmetabolite
darstellen, zeigt, wie weit der Einfluss des intestinalen Mikrobioms reicht (vgl.
Opazo et al., 2018, Rook et al., 2017). Erstmals publizierten Mazmanian et al.
(2005), dass ein von symbiontischen Darmbakterien produziertes Molekil
immunmodulatorische Eigenschaften aufweist: Polysaccharid A, welches von
Bacteroides fragilis produziert wird, zeigte dabei Uber die Induktion von IL-10
protektive Eigenschaften und schitzte in Tierversuchen vor entziindlichen
Darmerkrankungen (vgl. Mazmanian et al., 2008, Round and Mazmanian,
20009).

Der direkte Kontakt zwischen Mikrobiom und Immunsystem findet Uber drei
verschiedene lymphatische Gewebe und die dem Epithel aufliegende
Mukusschicht statt (vgl. Opazo et al., 2018, Richards et al., 2016, Shi et al.,
2017). Intraepithelial befinden sich (T-) Zellen (Wang et al., 2002) und
dendritische Zellen, die sogar in der Lage sind, die Tight junctions zwischen
dem Darmepithel zu 6ffnen, um Antigene aus dem Darmlumen aufzunehmen
(vgl. Rescigno et al., 2001, Kelsall, 2008). Direkt dahinter befindet sich die
Lamina propria mit B- und T-Zellen, fur deren Entwicklung unter anderem auch
das Darmmikrobiom Stimuli bietet (Lui et al., 2015).

18



In den Peyer-Plaques im Dunndarm, die eine Anhaufung von Lymphfollikeln
gegenuber dem Mesenteriumsansatz darstellen, befinden sich Immunglobulin-
A-produzierende B- und Plasmazellen, die T-Zell-abhangig und T-Zell-
unabhangig agieren kbnnen (Bemark et al., 2012). Dass B-Zellen so vielfaltige
Aufgaben in einem Zelltyp vereinen, wie Antigenerkennung und
Antigenprasentation, Zytokinsekretion und Antikdrperproduktion, und dabei sehr
autark funktionieren, macht sie fur die Forschung im Zusammenhang mit
Autoimmunitat so interessant. Darlber hinaus exprimieren sie Toll-like-
Rezeptoren, bei denen genetische Polymorphismen oft mit einer erhdhten
Anfalligkeit fur entzindliche Darmerkrankungen vergesellschaftet sind (vgl.
Franke et al., 2010, Haag and Siegmund, 2015). Wie Rakoff-Nahoum et al.
(2004) zeigen konnten, ist die Interaktion der TLRs mit der Darmflora essenziell

zur Erhaltung der intestinalen Homdostase.

Zur Aufrechterhaltung der chronischen Entzindung tragt mafgeblich ein
Wechselspiel autoreaktiver T-Zellen mit B-Zellen bei, die entweder
Autoantigene prasentieren, Autoantikérper produzieren oder im Gegenteil, die
T-Zell-Reaktion hemmen. Schon vor vielen Jahren konnten Wolf et al. (1996) an
B-Zell-defizienten Mausen zeigen, dass B-Zellen wohl weniger eine Rolle beim
Beginn der experimentellen Autoimmunenzephalitis (EAE) spielen, als vielmehr
zu deren Abklingen beitragen. Fillatreau et al. (2002) fuhrten die Unterdriickung
der durch Thl-Zellen vorangetriebenen EAE schlie3lich auf IL-10-
produzierende B-Zellen zurlick. Goetz et al. (2007) sowie Dass et al. (2007)
wurden vor einigen Jahren im Kklinischen Setting auf die Relevanz anti-
inflammatorischer B-Zell-Subtypen aufmerksam, als ihre Patienten nach einer
Rituximab-Therapie, die uber CD20 nahezu alle B-Zellen depletiert,
Exazerbationen einer Colitis oder eine Psoriasis entwickelten. Auch beim
Multiple-Sklerose (MS) -Patienten wurde bereits mehrfach gezeigt, dass eine
Uberschiellende T-Zell-Reaktion mit einer mangelnden modulatorischen
Fahigkeit von B-Zellen assoziiert ist. Insbesondere die IL-10-Spiegel stellten
sich bei MS-Patienten in der aktiven Krankheitsphase als erniedrigt gegentuber
der Remissionsphase oder gegeniber gesunden Probanden dar (vgl.
Knippenberg et al., 2011, Duddy et al., 2007, Hirotani et al., 2010).
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Auch in Betracht zu ziehen fur die Ursache von Autoimmunerkrankungen, ist
eine gestorte Responsivitat anderer Immunzellen auf Bregs, wie sie schon flr
Tregs bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen nachgewiesen wurde
(Fantini et al., 2009).

Daher ist es fur die Erkennung und Therapie von Autoimmunerkrankungen
essenziell, die Mechanismen hinter der gestorten Immunhomdostase zu
verstehen. Mit dieser Arbeit wollen wir uns schwerpunktmaf3ig mit den
Einflissen regulatorischer B-Zellen auf andere Immunzellen wie T-Zellen und
dendritische Zellen befassen. Zudem soll Gber den Vergleich der Effekte von
B. vulgatus mpk und E. coli mpk die Rolle der Symbionten und Pathobionten in

der Toleranzentwicklung untersucht werden.

Zusétzlich ist das Wissen um Mechanismen der Immunmodulation auch in
anderen klinischen Bereichen anwendbar. Auch Pathogene, wie der flr viele
Magenentziindungen verantwortliche Keim Helicobacter pylori, machen sich
diese IL-10-basierte Methoden zu Nutze, um eine Immunevasion zu bewirken
(Rizzuti et al., 2015). Zudem erzeugen Tumore ein anti-inflammatorisches
Mikromilieu Uber Bregs und Tregs, das ihnen ein vom Immunsystem unbehelligtes
Wachstum und Verbreitung ermdglicht (Olkhanud et al., 2011).

Eine neue Therapieoption fir Autoimmunkrankheiten konnte daher
moglicherweise die Unterstitzung bzw. Wiederherstellung der Treg-Funktion
durch die Ubertragung gesunder B-Zellen oder sogar Bregs in den kranken
Organismus sein. Diese Methode war bereits in Tierversuchen von Sun et al.
(2008) und Carter et al. (2011) erfolgreich.
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1.4 Zielsetzung

Autoimmunerkrankungen steigen weltweit gesehen in ihrer Pravalenz und
betreffen vor allem junge Leute, die ein Leben lang damit zu kampfen haben. In
zahlreichen  Studien wurde Dbereits ein Zusammenhang gestorter
Immunhomdostase mit dem Defekt regulatorischer B-Zellen und ihres
Effektorzytokins IL-10 nachgewiesen. Andere Studien suchen die Ursache
autoimmuner Erkrankungen im Darmmikrobiom, wo  tatséchlich
charakteristische Veranderungen bei vielen dieser Erkrankten zu finden waren.
Folgende Frage stellt sich: Sind dies zwei vollig unabhangige Befunde oder sind
dagegen beide Teile eines grofien Systems wechselseitiger Interaktionen?
Einige Aspekte dieser Frage soll die vorliegende Arbeit zu den
immunmodulatorischen Effekten ausgewahlter Kommensale beantworten.

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass Darmbakterien, und vor allem Pathogene,
thre  immunstimulatorischen  Effekte Uber B-Zellen vermitteln. Eine
systematische Untersuchung der Wirkungen von Symbionten und Pathobionten
liegt bis dato aber noch nicht vor und auch die weiteren Auswirkungen auf
andere Immunzellen wurden in dieser Form noch nicht ausreichend erforscht.
Wir vermuten, dass Pathobionten ihre pro-inflammatorischen Effekte mit einer
gleichzeitig starkeren Induktion der anti-inflammatorischen Eigenschaften von
Bregs gegenregulieren. Nur durch die Nutzung dieser B-Zell vermittelten
Mechanismen ist es ihnen trotz ihrer starken immunogenen Wirkung mdglich,
vom Wirt toleriert zu werden und damit als fakultative Pathogene zu wirken.

In Co-Kulturen verschiedener Immunzellkombinationen sollen nach Stimulation
mit E. coli mpk (Pathobiont) und B. vulgatus mpk (Symbiont) die Interaktionen
der Zellen beobachtet werden. Anhand typischer Oberflachenmarker und
Zytokine sollen Zellpopulationen auf einzelne Phanotypen und Proliferation
untersucht werden.

Mit unserer Forschung wollen wir das Verstandnis fur das Gleichgewicht aus
Aktivierung und Gegenregulation der Immunreaktion fordern, sowie ein
Bewusstsein fir die Effekte des Mikrobioms und dessen genauer

Zusammensetzung fur den Aktivitatszustand des Immunsystems schaffen.
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Langfristig sollen diese Erkenntnisse zur Diagnostik, Prophylaxe und Therapie

bei Autoimmunerkrankungen beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Name

Hersteller, Typ

Anaerobiertopf

MERCK, Anaerocult

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg
Nr. 6131 04987

Brutschrank

Heraeus, Heidelberg

ELISA Washer

TECAN M8/4R
Columbus Plus F109204

ELISA-Reader

TECAN infinite F50

FACS-Analysator

BD LSRFortessa™ Cell Analyzer,

Kat.-Nr. 649225

Laser: violett (405 nm), blau (488 nm), rot
(640 nm)

Konfokales

Fluoreszenzmikroskop

Carl Zeiss LSM 710

Mikroskop Axiovert 25

Zeiss, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Preciss, Frankreich

Pipetten (2,5 ul, 10 pl,
200 pl, 1000 pl)

100 pl,

Eppendorf, Hamburg
Research plus

Pipettierhilfe Pipetus

Hirschmann Laborgerate

Schiittelinkubator 37°C

Multitron, INFORS, Bottmingen

Sterile Arbeitsbank (Bench)

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Vortexer Multimed, Kirchheim u. Teck
Heidolph Reax top
Wasserbad Memmert, Schwabach

Zentrifuge 517 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg
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Zentrifuge miniSpin plus

Eppendorf, Hamburg

Farbewanne Simport
2.1.2 Verbrauchsgegenstande

Tabelle 2: Verbrauchsgegenstande

Name Hersteller

Anaerobier-Beutel

Thermo Scientific
AnaeroGen™ 25 |

Kuvetten

Sarstedt, Nurnberg
10 x 4 x 45 mm

Mikrotiterplatten
(96-Well-Platten: Flachboden,
Rundboden, Spitzboden)

Thermo Scientific, Roskilde Danemark

Nunc MaxiSorb-ELISA-Platten

Nunc, Roskilde, Danemark?

Reaktionsgefalie (1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

Spitzboden-Rdhrchen 15 ml

BD Bioscience Falcon, Heidelberg

Spitzbodenréhrchen 50 ml

BD Bioscience Falcon, Heidelberg

Spritzen 10 ml

Braun, Melsungen

Injekt 10 ml Luer Solo

Transwell-Platten

0,4 um Polyester Membrane

Corning Incorporated, USA
COSTAR® Transwell,
Kat.-Nr. 3460 - Clear

Zellfilter 70 pm / 100 pm

BD Bioscience Falcon, Heidelberg
Cell Strainer 70 um / 100 um Nylon

Zellkulturplatten (6-Well)

BD Falcon, Heidelberg

Zellkulturplatten (24-Well)

Greiner bio-one
Cellstar® Kat.-Nr. 662 160

Zellschaber

Corning Incorporated, Mexiko
COSTAR® Cell Lifter Polythylene, steril
3008
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2.1.3 Mause

Tabelle 3: Mause

Name

Hersteller

C57BL/6NCrl

Charles River Laboratories, Wilmington, MA,
USA

TLR2XTLR4 KO  GVO

Eigenzucht des Mikrobiologischen Instituts

Tldbingen

OT-Il / BL6

Eigenzucht des Mikrobiologischen Instituts
TlUbingen
C57BL/6-Tg(TcraTcrb)425Cbn/Crl

2.1.4 Bakterien

Tabelle 4: Bakterien

Name

Hersteller

Bacteroides vulgatus mpk

Isoliert aus Fazes von gesunden SPF Mause

des Max-von-Pettenkofer-Institute Munich

Escherichia coli mpk

Isoliert aus Fazes von gesunden SPF Mause

des Max-von-Pettenkofer-Institute Munich

2.1.5 Medien und Puffer
Tabelle 5: Medien und Puffer

Name

Hersteller

(D)PBS+ Mg/Ca

GIBCO by Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA, Kat.-Nr. 14040091

BHI-Medium

Oxoid CM1136

12,5 g/l Brain infusion solids

5 g/l Beef heart infusion solids
10 g/l Proteose peptone

5 g/l Sodium Chloride

2 g/l Glucose

2,5 g/l Disodium-Phosphate
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10 g/l Agar

DZ-Medium

In eine 500 ml-Flasche RPMI 1640:

50 ml hitzeinaktiviertes FCS

5 ml Nea

20 ml GM-CSF

2,5 ml B-Mercaptoethanol (0,78 %ig mit PBS)
55 mlP/S

Erythrozyten-Lysepuffer

4159  NH4CI
0,59 NaHCOs
1,859 Na:EDTA
H20 500 ml

HEPES

Biochrom (MERCK), Kat.-Nr. L1613

LB-Medium

BD Bioscience, Heidelberg
Difco™ LB Broth Miller, 224610
10 g Tryptone

5 g Yeast Extract

10 g Sodium Chloride

Davon 25 g in 1 | VE-Wasser auflésen

Lymphozyten-Medium
(B-/T-Zell-Medium)

78 % RPMI 1640

10 % FCS

2,5 % Hepes

5 % Penicillin/Streptomycin
2,5 % B-Mercaptoethanol

1 % non-essential amino acids

1 % Sodiumpyruvate

PBS ohne Mg/Ca

GIBCO by Life Technologies, Carlsbad, CA,

USA, Kat.-Nr. 20012-019

PBS-Pulver

Biochrom (MERCK), 1 Packung fur 10 Liter

Perm/Wash-Reagenz

85 % PBS
10 % Saponin
5% FCS

RPMI 1640

Biochrom (MERCK) Kat.-Nr. F 1415
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2.1.6 Durchflusszytometrie: Antikoérper

Tabelle 6: Durchflusszytometrie: Antikdrper

Reak- Antigen | Fluorophor | Host Klon Kat.-Nr. | Hersteller
tivitat

Maus CDllc | APZ Hamster | HL3 550261 | BD
Bioscience,
Heidelberg

Maus CD19 Bv421 Ratte 1D3 562701 | BD
(Pacific Bioscience,
Blue) Heidelberg

Maus CD1d Alexa Ratte 1B1 564706 | BD
Fluor 647 Bioscience,
Heidelberg

Maus CDh21 Bv605 Ratte 7G6 563176 |BD
CD35 (Qdot) Bioscience,
Heidelberg

Maus CD23 BB515 Ratte B3B4 | 564637 | BD
(FITC) Bioscience,
Heidelberg

Maus CD24 Alexa Ratte M1/69 | 564237 | BD
Fluor 700 Bioscience,
Heidelberg

Maus CD365 | PE Ratte RMT1- | 566335 | BD
(TIM-1) 4 Bioscience,
Heidelberg

Maus CD4 Bv421 Ratte GK-1.5 | 562891 | BD
(Pacific Bioscience,
Blue) Heidelberg

Maus CD4 APZ Ratte RM4-5 | 553051 | BD
Bioscience,
Heidelberg
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Maus

CD40

APZ

Ratte

3/23

558695

BD
Bioscience,

Heidelberg

Maus

CD40

Bv421

Ratte

3/23

562846

BD
Bioscience,

Heidelberg

Maus

CD45R
/ B220

FITC

Ratte

RAS-
6B5

553087

BD
Bioscience,

Heidelberg

Maus

CD5

Bv605
(Qdot)

Ratte

53-7.3

563194

BD
Bioscience,

Heidelberg

Maus

CD80

PerCP-Cy
5.5

Hamster

10A1

560526

BD
Bioscience,

Heidelberg

Maus

CD86

PE-Cy 7

Hamster

GL1

560582

BD
Bioscience,

Heidelberg

Maus

Foxp3

Alexa
Fluor 647

Ratte

MF23

560402

BD
Bioscience,

Heidelberg

Maus

I-A/I-E
(MHC 11)

FITC

Ratte

2G9

553623

BD
Bioscience,

Heidelberg

Maus

IFN-y

PE-Cy7

Ratte

XMG1

557649

BD
Bioscience,

Heidelberg

Maus

APZ

Ratte

/41

562032

BD
Bioscience,

Heidelberg
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Maus IL-10 PE Ratte JES5- | 554467 | BD
16E3 Bioscience,
Heidelberg

Maus IL-17A APZ-Cy7 Ratte TC11l- | 560821 |BD
18H10 Bioscience,
Heidelberg

Maus IL-4 PE Ratte 11B11 | 554434 | BD
Bioscience,
Heidelberg

Maus VB 5.1, | Bv605 Maus MR9-4 | 743000 | BD
5.2 (Qdot) Bioscience,
Heidelberg

Maus Tim-1 PE Ratte RMT1- | 566335 | BD
(CD365) 4 Bioscience,
Heidelberg

Maus Fas-L PE Hamster | MFL3 | 555293 | BD
(CD178) Bioscience,
Heidelberg

Maus GITR-L | PE Ratte MIH44 | 563541 | BD
Bioscience,
Heidelberg

Maus PD1-L PE Ratte MIH5 | 558091 | BD
(CD274) Bioscience,
Heidelberg

Maus CD73 PE Ratte TY/23 | 550741 | BD
Bioscience,
Heidelberg

Maus IL-10-R | PE Ratte 1B1.3a | 559914 | BD
(CD210) Bioscience,
Heidelberg

Maus Ebi3 PE Ratte 35502 |1C18341 | R&D

2 P
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2.1.7 Antikorper zur Fluoreszenzmikroskopie

Tabelle 7: Antikdrper zur Fluoreszenzmikroskopie

Reak- Antigen | Kopplung | Host Klon Kat.-Nr. | Hersteller
tivitat
Maus CD19 Priméar- Ratte | eBiolD | 14- eBio-
Antikorper 3 (1D3) | 0193-82 | science
Maus CD11lc | Primar- Hams- | Integrin | 117302 | BioLegend
Antikorper | ter ax chain
Ratte IgG Cy2 Ziege | Poly- 112- Jackson
(H+L) klonal 225-167 | Immuno-
research
Armen- IgG DyLight Ziege | Poly 405504 | BioLegend
ischer (H+L) 594 4055
Hamster
2.1.8 Chemikalien zur B-Zell-Isolation
Tabelle 8: Chemikalien zur B-Zell-Isolation
Name Hersteller
B Cell Isolation Kit, mouse # | Miltenyi  Biotec, Kat.-Nr.  130-090-862
130-090-862 1 ml Biotin-Antibody Cocktail, mouse:
Cocktail of biotin-conjugated monoclonal

antibodies against CD43 (Ly48) (Isotyp: rat
IgG2a), CD4 (L3T4) (Isotyp: rat 1gG2b), and
Ter-119 (Isotyp: rat IgG2b)

2 ml anti-Biotin MicroBeads: MicroBeads
monoclonal  anti-biotin

conjugated to

antibodies (isotype: mouse 1gG1)

Naive CD4* T Cell Isolation

Kit, mouse

# 130-104-453

1 ml Naive CD4+ T Cell Biotin-Antibody

Cocktail, Kat.-Nr. 130-104-453:
Cocktail of biotin-conjugated monoclonal
antibodies against CD8a, CD11b, CD11c,

mouse,
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CD19, CD25, CD45R (B220), CD49b (DX5),
CD105, anti-MHC class IlI, Ter-119, and
TCRYy/d.

2 ml Anti-Biotin MicroBeads:

MicroBeads conjugated to monoclonal
antibiotin antibodies (isotype: mouse IgG1).
1 ml CD44 MicroBeads, mouse:
monoclonal

MicroBeads conjugated to

antimouse CD44 antibodies (isotype: rat

1gG2D).

Invitrogen UltraComp eBeads

Thermo Fisher Scientific

Leukocyte Activation Cocktall
with BD GolgiPlug™

BD Bioscience
Kat.-Nr. 550583

2.1.9 Antikorper, Puffer und Losungen fur ELISAs
Tabelle 9: Antikorper, Puffer und Losungen flr ELISAs

Name

Hersteller, Zusammensetzung

Assay Diluent
(=Blockpuffer)

Eigenherstellung
500 ml PBS
50 ml FCS (hitzeinaktiviert)

BD OptEIA™ Mouse
ELISA Set

IL-1B8

BD Bioscience, Heidelberg
Kat.-Nr. 559603

BD OptElA™ Mouse IL-6

ELISA Set

BD Bioscience, Heidelberg
Kat.-Nr. 555240

BD OptElA™ Mouse IL-10

ELISA Set

BD Bioscience, Heidelberg
Kat.-Nr. 555252

BD OptEIA™ Mouse TNF-a
ELISA Set

BD Bioscience, Heidelberg
Kat.-Nr. 555268

Substratlésung

BD Bioscience, Heidelberg
5 ml Substanz 1 (weil3e Flasche)

5 ml Substanz 2 (braune Flasche)
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Stopplésung

Eigenherstellung
2n h2S04

Waschpuffer

Eigenherstellung

10 | Ampuwa

1 Packchen 10x PBS Pulver (Biochrom /
MERCK)

5 ml Tween 20

Buffer
Sodium Phosphate

Coating IL-10 0,2

Eigenherstellung
11,8 g Na2HPO4 (MERCK 177,99 g/mol)
16,1 g Na2HPO4 (MERCK 137,99 g/mol)

Coating Buffer IL-6 0,1m

Sodium Carbonat

Eigenherstellung

7,13g NaHCOs

+ 1,59 Na2COs , auf 1 | auffillen ; pH auf 9,5
einstellen mit 10 N NaOH

2.1.10 Sonstige Reagenzien

Tabelle 10: Sonstige Reagenzien

Name

Hersteller

Anti-mouse-IL-10 mADb

BioLegend, Kat.-Nr. 504902

B-Mercaptoethanol

AppliChem, Kat.-Nr. A1108,0025

CFSE + DMSO Invitrogen Thermo Fisher Scientific
Cell Trace™ CFSE Cell Proliferation Kit
For flow cytometry, Kat.-Nr. C34554
Cytofix/Cytoperm BD Bioscience, Heidelberg
DAPI MERCK Kat.-Nr. 1.24653
EDTA-Versen Biochrom (MERCK)
Fc-Block Eigenherstellung: Uberstand aus Hybridoma

2.4G2-Zellkultur (Firma ATCC, HB-197) mit
Zellkulturmedium: 500 ml RPMI 1640, 50 ml
FCS, 5 ml Glutamin (1:100), 5 ml Penicillin/
Streptomycin (1:100)
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FCS (56°C hitzeinaktiviert)

GIBCO by Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA

Fixable Viability Dye
eFluor™ 780

eBioscience, Thermo Fisher
Kat.-Nr. 65-0865-14

Gentamycinsulfat

AppliChem, A4854,0005

GM-CSF

Eigenherstellung

Non-essential amino acids

Biochrom (MERCK)

OVA-Peptid

EMC Microcollections GmbH, BAP-250,
Ova (323-339), Aminosaurensequenz:
ISQAVHAAHAEINEAGR

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Alderich (MERCK) Kat.-Nr. P6148

Penicillin/Streptomycin

GIBCO by Life Technologies
Kat.-Nr. 15140-122

Phalloidin TRITC

Sigma-Alderich (MERCK) Kat.-Nr. P1951

Rekombinantes IL-10

BioLegend Kat.-Nr. 575804

Saponin (1 g auf 100 ml PBS)

Sigma-Alderich (MERCK)
Kat.-Nr. S7900-100G

Sodiumpyruvate

Biochrom (MERCK)

TritonX-100 MERCK, Kat.-Nr. 1086031000
Trypan Blue Sigma-Alderich (MERCK), USA
Tween 20 Sigma-Alderich (MERCK), USA

Kat.-Nr. P9416-100ML

Mowiol Mounting Medium

CALBIOCHEM, 4-88 Reagent
Kat.-Nr. 475904
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2.1.11 Software
Tabelle 11: Software

Anwendung

Name

Bildbearbeitung

Adobe Photoshop CS6 (64 bit)

Durchflusszytometrie FACSDiva™ Software
Datenauswertung FlowJo V10
Durchflusszytometrie

Diagramme / Statistik

Graphpad PRISM 7

ELISA-Auswertung

Magellan for 50

Grafiken

Inkscape

Konfokales

Fluoreszenzmikroskop

ZEN Software

Literaturverwaltung

EndNote X9

Tabellen und Berechnungen

Microsoft Excel 2010/ 2013

Texte

Microsoft Word 2010/ 2013
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Im Rahmen der In-vitro-Experimente kamen C57BL/6NCrl-Mause (WT) sowie
TLR2xTLR4-Knockout-Mause fur die B-Zell-Isolation zum Einsatz. T-Zellen
wurden aus OT-II-Mausen gewonnen, die unter speziell pathogenfreien (SPF)
Bedingungen gehalten wurden. Diese Mauslinie entstammt der eigenen Zucht
der Serviceeinrichtung fur Transgene Tiere FORS/HI in Tubingen.
Die Mause wurden zu mehreren in Kafigen gehalten und erlitten zu Lebzeiten
keine besondere Belastung. Getotet wurden sie in vertrauter Umgebung durch
Kohlenstoffdioxidgas, das direkt in ihren Kéafig geleitet wurde, um grol3eren
Stress fur die Tiere zu vermeiden. AnschlieBend erfolgte zur Sicherheit ein
Genickbruch.

Alle Experimente mit Tierbeteiligung erfolgten nach Zustimmung der
zustandigen Ethikkommission. Der Genehmigungsantrag trug das Zeichen
H1/15 und die Anzeigenummern 84 09.01.2015 und 84 14.06.2017.

2.2.2 Bakterienkultur und Quantifizierung

Aufgrund der langeren Generationszeit wurde die B. vulgatus mpk-Kultur schon
funf bis sechs Tage vor dem eigentlichen Experimentbeginn in Brain Heart
Infusion (BHI)-Medium angesetzt und unter anaeroben Bedingungen bei 37°C
kultiviert. Dafur wurden 50 pl aus dem tiefgekuhlten B. vulgatus mpk-Stock in
ein Reagenzglas mit BHI-Medium und einem Lebersttick tberfihrt. An Tag flunf
bzw. sechs wurden jeweils 10 ml der Bakterienkultur in 40 ml frisches BHI-
Medium 0Oberfihrt, um eine ausreichende Nahrstoffversorgung zu

gewahrleisten, und anschliel3end weitere 24 h anaerob bei 37°C kultiviert.

Von dem tiefgekuhlten E. coli mpk-Stock wurden 50 pl in 5 ml LB-Medium (Luria
Bertani) angeimpft und bei 37°C auf einem Schiittler einen Tag inkubiert. Drei
Stunden vor Stimulation wurden von dieser Kultur 400 pl in 20 ml frisches

Medium Uberimpft und weiter auf dem Schiittler inkubiert.

Zur Stimulationsvorbereitung wurden die beiden Bakterienkulturen jeweils in ein

Falcon Uberfihrt und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 ml sterilem PBS
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resuspendiert. Zur Quantifizierung der Bakterienzellen wurde die
photometrische Messung verwendet und die Extinktion einer 1:20-Verdinnung
der beiden Bakteriensuspensionen gegen den Leerwert bestimmt. Dafir galt die
aus Vorversuchen ermittelte Annahme, dass eine Extinktion von 1.0 bei einer
ODeoo 5 x 108 Bakterien entspricht.

2.2.3 Zellkulturen

2.2.3.1 Allgemeine Zellzahlbestimmung

Die Zellsuspension wurde in einer 1:20-Verdinnung mit Trypanblau gefarbt.
Nach Ubertragung auf eine Neubauer-Zahlkammer war eine Quantifizierung
mittels Lichtmikroskop mdglich. Dabei wurden alle Zellen innerhalb der
GrolRquadrate gezahlt.

Uber folgende Formel konnte die Anzahl der Zellen pro Milliliter bestimmt

werden, wobei der letzte Multiplikand den Volumenfaktor der Kammer darstellt:

Zellen gezahlte Zellen

— ” 1 4 -1
ml Anzahl der Grof3quadrate * Verdlinnungsfaktor 107 ml

2.2.3.2 B-Zell-Isolation, -Kultur und -Stimulation
Es wurden murine B-Zellen von weiblichen, sechs bis acht Wochen alten

Mausen verwendet.

Zunachst wurden die Milzen der Mause vorsichtig herausprapariert und in 10 ml
einer sterilen Pufferlésung (PBS/0,5% FCS, ohne Magnesium, + 2 mM EDTA)
erst durch ein grobes, spater durch ein sehr feines Sieb (70 um Porengroi3e)
puriert. Durch dieses Verfahren kbnnen Fettreste entfernt werden, die sonst als
Verklumpungskerne dienen konnten. Durch Zugabe von je 4ml
Erythrozytenlysepuffer zu den Zellpellets nach kurzer Zentrifugation (5 min, 400
X g, 4°C) wurden die Erythrozyten unter vorsichtigem Schwenken der
Suspension lysiert. Es erfolgte eine erneute Filterung durch einen 70 pm-Filter
mit zwei sich anschlieRenden Waschschritten (Zentrifugation bei 400 x g, 4°C
und Resuspension in je 10 ml PBS/FCS).
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Um alle Zelltypen aulRer den gewlnschten naiven B-Zellen beim Prozess der
Magnetischen Zell-Separation (MACS) aus den Proben zu entfernen, wurde ein
B-Zell-Isolations-Kit den Herstellerangaben entsprechend angewendet. Die
darin enthaltenen Antikdrper richteten sich gegen CD43 (Ly48) (Isotyp: rat
IgG2a), CD4 (L3T4) (Isotyp: rat 1gG2b) und Ter-119 (Isotyp: rat 1gG2b). Die
Saulen wurden vor Verwendung mit 3 ml PBS/1% FCS und nach dem
Zelldurchfluss erneut mit 2x 3 ml gespult. Die zu isolierenden B-Zellen konnten
ungehindert durch die Magnetsaule flieBen und aufgefangen werden (negative
Selektion). Nach 5 min Zentrifugation bei 400 x g wurde jedes Zellpellet in je
3 ml Medium aufgenommen. Auch an diesem Punkt wurden die B-Zellen wieder
mittels einer Neubauer-Zahlkammer quantifiziert. AnschlieRend wurden je 2

Millionen Zellen pro Milliliter ausgesat.

Wahrend der gesamten Zeit wurden die Zellen mdglichst bei einer Temperatur
von 4°C (Eisbox und Kuhlschrank) gehalten, um Stoffwechselprozesse zu

verlangsamen und so viele Zellen wie mdglich am Leben zu erhalten.

Um die B-Zellen aus ihrem naiven Zustand heraus zu aktivieren, zur
Differenzierung anzuregen und die Interaktion mit den anderen Zelltypen zu
ermdglichen, wurden die Lymphozyten in drei Anséatzen stimuliert: Der erste
Ansatz blieb unbehandelt und bildete die Negativkontrolle, der zweite wurde mit
dem Symbionten B. vulgatus mpk inkubiert und der dritte Ansatz wurde mit dem
Pathobionten E. coli mpk stimuliert. Die Bestimmung der Zellzahlen sowohl der
Bakterien als auch der B-Zellen war relevant, um eine definierte Multiplicity of
infection (MOI) von 1 zu erreichen. Dies bedeutet, dass Bakterien und B-Zellen

in einem aquivalenten Verhaltnis vorliegen.

Anschlielend wirkte die Zugabe von 2 pul Gentamycin auf 1 ml Medium
(zusatzlich zum schon vorhandenen Pen/Strep) gegen die schnelle Proliferation
der Bakterien. Dies war wichtig, da sich vor allem bei E. coli mpk durch die

kurze Generationszeit die MOI sehr schnell verandert hatte.

2.2.3.3 Isolation, Kultur und Stimulation von KGDZs
Vorlauferzellen knochenmarksgereifter dendritischer Zellen (KGDZs) wurden

aus dem Knochenmark der beiden Ober- und Unterschenkel von
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Wildtypmausen isoliert. Die Knochen wurden vorsichtig vom umliegenden
Gewebe frei prapariert und dann nahe dem Huftkopf und am Sprunggelenk vom

restlichen Skelett abgetrennt und in eine Petrischale mit PBS/1% FCS gelegt.

Mittels eines Desinfektionsmittel-getrankten Tuches entfernte man Fett und
Gewebereste. Knapp ober- und unterhalb der Kniegelenke wurden die
R6hrenknochen durchgeschnitten. Eine mit PBS/1% FCS gefiillte 10 ml-Spritze
mit aufgesetzter Kanulle konnte zum Ausspilen des Knochenmarks uber ein
70 um-Zellsieb auf einem Falcon genutzt werden. Der sterile Kolben der Spritze

wurde zum vorsichtigen Durchpassieren der Zellen durch das Sieb verwendet.

Die Falcons mit der Zellsuspension wurden 5 min bei 400 x g zentrifugiert.
Zudem wurde ein DZ-Medium hergestellt (siehe Tabelle 2.1.5) und vor

Verwendung im Wasserbad auf 37°C erwarmt.

Die Zellpellets wurden in je 10 ml DZ-Medium resuspendiert und mit einer
Neubauer-Zahlkammer quantifiziert. In vorbereitete Petrischalen wurden jeweils
2 x 108 Zellen pro Schale ausgesat und mit 10 ml DZ-Medium versetzt. Die
Zellen wurden bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Nach zwei bis drei Tagen
wurde jede Petrischale mit 10 ml frischem DZ-Medium versetzt.

Nach weiteren zwei bis drei Tagen wurden aus jeder Petrischale 10 ml DZ-
Medium entnommen, in mehreren Falcons pro Maus gepoolt (Pool nur
innerhalb einer Maus) und bei 400 x g 5 min lang zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und alle Pellets einer Maus wurden in
insgesamt 10 ml DZ-Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde wieder
auf die entsprechenden Petrischalen verteilt und zusatzlich nochmals 10 ml

frisches DZ-Medium pro Schale dazugegeben.

An Tag sieben nach der lIsolation dendritischer Vorlauferzellen wurden die,
durch den Wachstumsfaktor GM-CSF zu immaturen dendritischen Zellen
differenzierten, Zellkulturen vorsichtig mit einem Plastikschaber vom Boden der
Petrischalen gelost und mitsamt dem Medium in 50 ml-Falcons tberfuhrt. Nach
funf Minuten Zentrifugation bei 400 x g wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet einer Maus in insgesamt 10 ml DZ-Medium ohne GM-CSF
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resuspendiert, um verfélschende Auswirkungen des Wachstumsfaktors auf die
Differenzierung anderer Zelltypen zu vermeiden. Je nach Versuch wurden die

Zellen nun auf unterschiedliche Art und Weise ausgesat.

Analog der Stimulation von B-Zellen wurden auch die DZ mit einer MOI von 1
mit E. colimpk stimuliert (siehe 2.2.3.2) und anschlieBend weiter im

Brutschrank inkubiert.

2.2.3.4 T-Zell-Isolation und —Kultur allgemein

Die Isolation von T-Zellen erfolgte analog zur B-Zell-Isolation (siehe 2.2.3.2).
Allerdings wurde zur Negativselektion von naiven T-Zellen ein Kit mit Biotin-
konjugierten monoklonalen Antikérpern gegen CD8a, CD11b, CD11c, CD19,
CD25, CD45R (B220), CD49b (DX5), CD105, Anti-MHC Klasse Il, Ter-119, und
TCRy/b. verwendet.

Die T-Zellen stammten aus OT-II-M&usen, die genetisch so verédndert sind,
dass ihr T-Zell-Rezeptor ausschlie3lich OVA-Peptid auf den oberflachlichen
MHC-II-Molektlen antigenprasentierender Zellen binden kann. Dadurch hat der
Experimentator die Sicherheit, dass nur diese Art der direkten Interaktion, z. B.
zwischen B- und T-Zellen, die T-Zellen aktiviert. Aul3erdem liegt eine vierfach
erhéhte Anzahl an CD4* T-Zellen gegenuber CD8" T-Zellen in diesen M&usen

Vor.

2.2.3.5 CFSE-Farbung der T-Zellen

Nach der zweiten Zellzdhlung (nach dem MACS) wurden die T-Zellen erneut
5 min bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet
je nach Zellzahl in so viel PBS (+Mg) mit 5% FCS (Raumtemperatur)
aufgenommen, dass in der Endsuspension 2 x 10° T-Zellen pro 100 pl vorlagen.
An dieser Stelle wurden T-Zellen in ein steriles Eppendorfgefal? entnommen,
um sie spater als nicht-CFSE-gefarbte Kontrolle zu verwenden (Anzahl

entsprechend der Kontrollenzahl).

Die restlichen Zellen wurden in ein 15 ml-Falcon Uberfihrt und 5 min bei
400 x g zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstands wurde das Zellpellet

in 1 ml PBS/1%FCS (Raumtemperatur) aufgenommen.
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Ein Tube CFSE-Lyophilisat (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester) wurde mit
18 yl DMSO (Dimethylsulfoxid) aufgelost, sodass eine Endkonzentration von
5 mM vorlag. Pro 1000 pl PBS/5%FCS sollten 2-4 pyl der 5 mM CFSE-LAsung
zu der gepufferten Zellsuspension gemischt werden, um eine Arbeitsldsung von
10-20 uM zu erhalten (Hersteller empfiehlt fur 10 x 10% Zellen/ml 5-10 uM
CFSE).

In ein 15 ml-Falcon wurde daher zunachst ein 2 pl-Tropfen 5 mM-CFSE an die
Wand gesetzt und anschlielBend mit 1000 ul der Zellsuspension (Konzentration
(12-) 18 x 108 Zellen/ml) abgespilt und zligig resuspendiert. Nun erfolgte eine
10-minutige Inkubation des in Alufolie eingepackten Falcons bei 37°C im
Brutschrank, wobei die Suspension durch Schwenken alle paar Minuten

gemischt wurde.

Die Zugabe von 10 ml eiskaltem FCS stoppte schliel3lich die Reaktion. Die
Zellsuspension wurde 5 min bei 400 x g zentrifugiert und anschlielend zwei Mal
gewaschen: Absaugen des Uberstands und Resuspension in 1 ml
PBS/1%FCS; Entnahme von 10 pl zur Zellz&hlung; erneute Zentrifugation,
Abnehmen des Uberstands und abschlieRende Resuspension in dem
errechneten Volumen Lymphozytenmedium. Das Volumen wurde mit der
gezahlten Zellzahl so berechnet, dass eine Konzentration von 2 x 10° Zellen pro

100 pl erreicht wurde.

Auch die nicht-CFSE-markierten Zellen wurden in ein 15 ml-Falcon tbertragen,
zentrifugiert und in Lymphozytenmedium aufgenommen (berechnet aus der

schon zuvor bekannten Zellzahl).

Nun wurden je 100 ul der Zellsuspension mit bzw. ohne CFSE entsprechend
des zuvor festgelegten Layouts in die Vertiefungen der 96-Well-Platten

gegeben.

2.2.3.6 B-Zell-Charakterisierungen nach Stimulation mit B. vulgatus mpk und
E. coli mpk
Naive B-Zellen wurden wie in Abschnitt 2.2.3.2 beschrieben isoliert und

stimuliert. Bei diesem Experiment wurde eine Zeitreihe gemessen, die die
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Zeitpunkte 0 h, 24 h, 48 h und 72 h fur vier biologische Replikate umfasste. Flr
jeden Zeitpunkt wurden separate 6-Well-Platten mit je 1 x 10°% B-Zellen/ml

angelegt.

Vier bis sechs Stunden vor der Farbung wurden alle Zellen des B-Zell-
Charakterisierungsversuchs mit einem Leukozyten-Aktivierungs-Cocktail (LAC)
versetzt, der mittels Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) und lonomycin die
Zytokinproduktion abhangig vom individuellen Aktivierungszustand anregte.
Gleichzeitig unterband ein Golgi-Stopp mithilfe von Brefeldin A die
Ausschleusung der intrazellular in Vesikeln gespeicherten Stoffe. Dadurch
erhohte sich die Konzentration der Botenstoffe im rauen endoplasmatischen
Retikulum (rER) der Zellen, was zu einer verbesserten Nachweisbarkeit in der

Durchflusszytometrie fuhrte.

2.2.3.7 KGDZ- /B-Zell-Co-Kultur in Transwells

Zunachst wurden frisch isolierte naive B-Zellen zu je 5 x 10° in die obere
Kammer der Transwells bzw. in normale 12-Wells gegeben (Zellzahl 2,5 x 108
B-Zellen/ml) und stimuliert (vgl. Abbildung 1).

Nach 24 h Inkubation bei 37°C wurden differenzierte immature dendritische
Zellen zu je 1 x 108 DZ in die unteren Kammern der Transwells bzw. in die
normalen 12-Wells der Kontrollplatten ausgesat (entspricht 5 x 10° DZ/ml). Mit
der Methode der Transwell-Co-Kultur sollten Effekte von direkter und indirekter
Zellinteraktion zwischen B-Zellen und dendritischen Zellen untersucht werden.
Die Transwells bestanden aus einer oberen Kammer (Volumen 0,5 ml), die in
eine groRere untere Kammer (Volumen 1,5 ml) eingesetzt war. Getrennt
wurden die Kammern durch eine Membran mit 0,4 um Porengrol3e, die einen
direkten Zellkontakt verhinderte. Eine Stunde vor Zugabe der DZ zu den B-
Zellen wurde ein Teil der B-Zell-Anséatze mit Anti-IL-10-mAb der Konzentration
10 pg/ml inkubiert. AnschlieBend wurden 100 ng/ml rekombinantes IL-10 in
Kontrollansétze pipettiert. Die Co-Kultur wurde erneut fir 48 h bei 37°C im

Brutschrank inkubiert und anschlieRend fixiert.
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2.2.3.8 T-Zell-Proliferationsassay

Fur die Co-Kultur des T-Zell-Proliferationsassays wurden die B-Zellen der vier
Mause als biologische Replikate verwendet (da die T-Zellen gepoolt wurden)
und schon einen Tag vor den T-Zellen isoliert, stimuliert und mit 10 pg/ml
Ovalbuminpeptid (OVA) fur zwei Stunden inkubiert. Dabei wurden verschiedene
Zellverhaltnisse von B- zu T-Zellen angelegt und durch die vorgelegte B-
Zellzahl bestimmt: 10:1 (10 x 108/ml), 5:1 (5 x 108/ml) und 1:1 (1 x 10%/ml). Vor
Zugabe von 1 x 108 T-Zellen/ml wurde die bisherige Zellkultur zentrifugiert und
der Uberstand mit dem gelosten OVA entfernt. AuBerdem wurden in einen
E. coli mpk-Ansatz der B-Zellen noch 10 pg/ml Anti-IL-10-Antikbrper gegeben.
Nach 72 h Inkubation bei 37°C wurde die Co-Kultur fixiert und gefarbt (siehe
Abbildung 1).

2.2.3.9 Dreifachkultur

Fur die Dreifachkultur wurden die dendritischen Zellen zu je 1 x 10° in 96-Wells
pipettiert (1 x 10% Zellen/ml) und teilweise in Co-Kultur mit der flinffachen
Anzahl an 24 h bakteriell vorbehandelten B-Zellen (5 x 108 Zellen/ml) gebracht
(siehe Abbildung 1). AnschlieRend erfolgte die Stimulation (siehe 2.2.3.2). Hier
waren die dendritischen Zellen die biologischen Replikate und sowohl deren
Mono- also auch Co-Kultur mit B-Zellen wurde, wie in Abschnitt 2.2.3.8
beschrieben, mit OVA behandelt, bevor 24 h nach der DZ-/B-Zell-Co-Kultur die
T-Zellen in einer Konzentration von 2 x 108 Zellen/ml zugegeben wurden. Die
Kultur aller drei Zelltypen wurde gemeinsam fur 72 h bei 37°C inkubiert (vgl.
Abbildung 1).
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Vergleich der Versuchsablaufe:
T-Zell-Proliferationsassay: .
Zellverhaltnis 1:1, 5:1, 10:1 (B:T) & Ovalbumin T

TﬂSI / ‘ ‘ I ! ‘ ‘ : Zytometrie

Fixierung

B-Zell/DZ-Co-Kultur in Transwells:
Zellverhiltnis 5:1 (B:DZ)

7 B8
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DZ-Differenzierung
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=
=
=
)
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ELISA

m

Dreifachkultur:
Shmic G- O7F DZ
Zellverhaltnis 5:1:2 (B:DZ:T) Y, AbkoaEzEn Ovalbumin

AR B 28/
TaEL‘ L L L, L L L

B-Zell-
Kultur

Zytometrie
+
ELISA

Fixierung

DZ-Differenzierung

= Maus-Praparation + Zell-lsolation
B-Zellen (B), T-Zellen (T), dendritische Zellen (DZ)
— = Medium-Wechsel
S = Stimulation mit 8. vulgatus und E. coli
Abbildung 1. Darstellung der Zeitverlaufe der Co-Kultur-Experimente.

Vergleichend dargestellt sind die zeitlichen Ablaufe in den Co-Kultur-Experimenten und die verwendeten
Zellverhaltnisse.
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2.2.4 Fixierung, Farbung und Vorbereitung der Durchflusszytometrie

2.2.4.1 Fixierung und FACS-Farbung der B-Zellen
Die Zellsuspensionen wurden aus den Wells entnommen und in
EppendorfgefalRen bei 400 x g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir

spatere Analysen bei -20°C aufbewabhrt.

Das Zellpellet wurde fur 15 min mit 300 pul Fc-Block resuspendiert, um
unspezifische Bindungen abzublocken. Nach der Inkubation und einem
Waschschritt (Zugabe von 1 ml PBS/FCS und Zentrifugation bei 400 x g, 4°C
mit anschlielBender Resuspension) konnte die Lebend-Tot-Farbung (Life-Dead-

Staining) durchgefuhrt werden.

Nun erfolgten zwei weitere Waschschritte, bevor die Zellen mit 200 pl
Cytofix/Cytoperm pro Pellet fixiert und in ihrer Zellmembran durchlassig
gemacht wurden. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur, einer
Vorverdinnung mit PBS/FCS und Zentrifugation bei 400 x g, 4°C wurde das
Pellet mit 200-500 pl PBS/FCS resuspendiert und im Kuhlschrank bei 4°C bis
zur FACS-Analyse aufbewahrt.

Alle Proben wurden nun in ihren Eppendorfgefal3en 5 min bei 550 x ¢
zentrifugiert und der entstandene Uberstand abgenommen. Die Pellets wurden
in Perm/Wash-Puffer (85% PBS, 10% Saponin und 5% FCS) resuspendiert. In
mehreren 96-Well-Platten wurden nun zunachst die Proben aufgetragen. Dabei
wurde jede Probe (z. B. Maus 1, Mock, 0 h) mit je 100 pl auf mehrere Wells
entsprechend den verschiedenen Farbungsansatzen in der B-Zell-

Charakterisierung aufgeteilt.

Fur jede Farbung wurde ein Mastermix mit den vorher zusammengestellten
Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern und PBS/FCS hergestellt. Von diesem
Mastermix wurden 50 pl in jedes Well der Farbung pipettiert. Der Mastermix
wurde pro zu farbende Probe aus 50 pl PBS/FCS und 0,5 pl Antikorper fur
jedes Oberflachenprotein und 1 pl Antikérper fur intrazellulare Proteine

zusammengestellt.
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Die B-Zell-Charakterisierung erfolgte mit folgenden Fluoreszenzen: Bv421
(CD19), Bv605 (CD5, CD21), Alexa Fluor 647 (CD1d), PE (IL-10, Tim-1),
BB515 (CD23), Alexa Fluor 700 (CD24), APZ (Foxp3, CD40), FITC (B220,
MHC-11), PerCP-Cy5.5 (CD80), PE-Cy7 (CD86) und eFluor 780 (Life-Dead-
Farbung, wurde auf dem APC-Cy7-Kanal gemessen). CD19 ist ein guter
Identifikationsmarker  fur B-Zellen, der in nahezu allen B-Zell-
Entwicklungsstadien exprimiert wird, ahnlich wie die CD45-Isoform B220. CD5,
CD1d und IL-10 charakterisieren die Population der B10-Zellen. Tim-1 ist
ebenfalls ein Marker, der Bregs identifiziert und gleichzeitig eine Rolle in der IL-
10-Produktion spielt. Der Phanotyp der regulatorischen transitional 2 marginal-
zone precursor cells (T2-MZP) beinhaltet auRer CD19 auch noch die Molekile
CD21, CD23 und CD24. MHC-Il wurde fur die Analyse ausgewahlt, weil Uber
dieses Molekil der Grofiteil der Funktion der Antigenprésentation ausgeubt
wird. CD40 ist eines der wichtigsten co-stimulatorischen Molektle des B-Zell-
Rezeptors und aktiviert intrazellulare Signalkaskaden. Ebenso kénnen CD80
und CD86 bei der Regulation des Aktivierungszustands der B-Zellen mitwirken.
Eine Untersuchung von Foxp3 ist interessant, da fur diesen Transkriptionsfaktor
schon eine regulatorische Funktion in T-Zellen bekannt ist (vgl. Miura et al.,
2004, Hori et al., 2003).

AnschlieBend wurden fur jede Farbung einzeln Kontrollen angefertigt, die
entweder nur einen Fluoreszenzfarbstoff oder alle anderen, auf3er diesem einen
Farbstoff enthielten (Fluorescence minus one = FMO). Alle Platten wurden
30 min im Kihlschrank inkubiert, 5 min bei 550 x g zentrifugiert und zwei Mal
mit Perm/Wash gewaschen, bevor die Proben in PBS/1% FCS-Suspension in
FACS-Ro6hrchen Uberfuhrt wurden.

Fur den Nachweis weiterer regulatorischer Molekille wurden sieben separate
Farbesettings angelegt, da alle Marker mit PE-gekoppelten Antikdrpern zu
detektieren waren. Gemessen wurde die Expression von Fas-Ligand, Gitr-
Ligand, PD-1-Ligand, CD73, Tim-1, IL-10-Rezeptor und Ebi3.
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2.2.4.2 Fixierung und FACS-Farbung der dendritischen Zellen

Nach der Stimulationszeit wurden alle Zellen aus den Wells gespult und in
EppendorfgefalRen 5 min bei 440 x g zentrifugiert. Die Uberstande wurden fiir
ELISAs bei -20°C weggefroren. Das Zellpellet wurde in je 300 pl Fc-Block
resuspendiert und fur 20 min inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS/FCS
wurden die Zellen fir 30 min in 200 pl Cytofix/Cytoperm fixiert und
anschlieBend erneut mit Perm/Wash gewaschen. In einer 96-Well-Platte
wurden die Proben mit 50 ul des Fluoreszenzantikdrpercocktails resuspendiert
und nach 30 min Inkubation wiederholt gewaschen. Der DZ-Mastermix enthielt
CD11c (APC), MHC-II (FITC), CD40 (Bv421), CD80 (PerCP-Cy5.5) und CD86
(PE-Cy7). Fur die Bestimmung der Maturation der dendritischen Zellen wurden
die Oberflachenmolekile CD11c, sowie MHC-Il, CD40, CD80 und CD86

gemessen.

2.2.4.3 Fixierung und FACS-Farbung der T-Zellen

Das Procedere entsprach im Allgemeinen dem der B-Zell-Versuche. Allerdings
wurde  hier kein  Leukozyten-Aktivierungscocktail  verwendet. Die
unterschiedlichen Co-Kulturen (nur B-Zellen, B-/T-Zellen mit und ohne CFSE,
etc.) wurden aufgeteilt, um sie mit unterschiedlichen FACS-Farbesettings zu
farben: Die erste T-Zell-Farbung enthielt V@ 5.1, 5.2 (Bv 605), CD4 (APZ),
CD19 (Bv 421), und CFSE (FITC). Die zweite T-Zell-Farbung setzte sich aus
VB 5.1, 5.2 (Bv 605), CD4 (Bv 421), IL-17A (APZ-Cy7), IFN-y (PE-Cy7), IL-4
(PE) und Foxp3 (AF 647) zusammen. Um die T-Zellen spater eindeutig
identifizieren zu konnen, wurde die VB-Untereinheit des T-Zell-Rezeptors
gewahlt. AuRerdem diente CD19 dem Ausschluss von B-Zellen. CD4 ist ein
typisches Oberflachenprotein von T-Helferzellen im Immunsystem. Der
Farbstoff CFSE eignet sich gut, um gezielt einzelne Generationen einer
Zellpopulation voneinander zu unterscheiden, da sich der Farbstoff intrazellular
stabil an unterschiedliche Molekile anlagert und bei jeder Zellteilung in etwa
hélftig auf beide Zellen aufgeteilt wird. Interleukin-17A (IL-17A) charakterisiert
unter anderem T-Helferzellen Typ 17 und IFN-y ist ein pro-inflammatorisches

Zytokin, das vorwiegend von T-Helferzellen Typ 1 sezerniert wird. Auch
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Interleukin-4 (IL-4) wird von T-Zellen produziert, wirkt aber gleichzeitig mit

zahlreichen Effekten parakrin und autokrin auf T-Zellen zurick.

2.2.4.4 Herstellung von Kompensationsbeads

Zur Kompensation von Streustrahlung der einzelnen Fluoreszenzen in andere
Detektoren wurden Kompensationsbeads hergestellt. Dazu wurde je ein
Tropfen Invitrogen Ultra Compensation Beads mit 100 pl PBS/FCS und 1 pl
eines Fluoreszenzfarbstoffes resuspendiert. Nach 15 min Inkubation, 5 min
Zentrifugation bei 650 x g und Entfernung des Uberstands wurde das Pellet in
100 pl PBS/FCS resuspendiert und in FACS-Ro6hrchen tberfluhrt.

Dieses Procedere wurde fir jede einzelne Fluoreszenz-Farbung durchgefihrt.

2.2.5 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie erméglicht eine quantitative Messung
Fluoreszenz-markierter Oberflachenmolekile und intrazellularer Proteine. Die
Markierung basiert auf dem Prinzip der Bindung zwischen Antigen (also der zu
markierenden Struktur) und dem mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten,

fur eine bestimmte Struktur spezifischen Antikorper.

In einer diinnen Kapillare wurden die Zellen einzeln mit Laserstrahlung in bis zu
sechs verschiedenen Wellenlangen angeregt. In dieser Arbeit wurden drei
Laser in violett (405 nm), blau (488 nm) und rot (640 nm) verwendet. Das
emittierte Lichtspektrum wurde von mehreren Detektoren aufgefangen und den
Fluoreszenzfarbstoffen zugeordnet. Dartiber wurden indirekt die Zellmolekile

nachgewiesen und quantifiziert.

Mit dem BD LSRFortessaTM Cell Analyzer wurden die vorbereiteten FACS-
Ro6hrchen einzeln analysiert und die erhobenen Daten in der FACSDiva-
Software zugeordnet und zielgerichtet aufgenommen. Hier erfolgte auch schon
eine grobe Auswertung, die anschlieRend mit der Software FlowJo noch

differenzierter gestaltet werden konnte.

Die grafische Darstellung der Ergebnisse wurde mit dem Programm GraphPad
PRISM 7 ausgearbeitet.
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2.2.6 Auswertung mittels FlowJo und GraphPad Prism

In der Software FlowJo V10 konnten die Rohdaten weiterverarbeitet werden
und durch lineares Gating einzelne Subpopulationen definiert werden
(Abbildung 2). Nur die mit dem Gate ausgewdahlte Population wurde im
nachsten Analysefenster weiterbearbeitet. Im Forward-Side-Scatter wurde
zunachst eine Gesamtpopulation ausgewahlt und Zelltrimmer daraus
ausgeschlossen. AnschlieRend wurden Dubletten aufgrund ihres veranderten
Verhéaltnisses von Hohe des Signalpeaks (FSC-H) zur ZellgroRe (FSC-A)
ausgeschlossen, um nur noch mit Einzelzellen weiter arbeiten zu kdnnen
(Abbildung 2B).

Die dargestellten Punkte entsprechen gemessenen Events, nicht aber ganz
exakt einzelnen Zellen. In unserer Auswertung haben wir daher nur mit den

prozentualen Anteilen der gemessenen Events gearbeitet.

Die Schwelle, ab der eine Fluoreszenz als positiv akzeptiert wurde, wurde
anhand stimulierter, aber ungefarbter Kontrollzellen gesetzt. Dabei durften

maximal 2,5 % der Events Uber der Positivschwelle liegen.

Mittels GraphPad Prism wurden schlie3lich die absoluten und prozentualen
Zahlen der Subpopulationen in Diagrammen dargestellt und statistisch

analysiert.

Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurden die Werte der biologischen oder technischen
Replikate auf Normalverteilung geprift. War diese gegeben, wurde ein
zweiseitiger, ungepaarter, parametrischer t-Test mit einem Konfidenzlevel von
95 % durchgefihrt. Andernfalls wurde die Signifikanz Uber den Mann-Whitney-

Test ermittelt.
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Abbildung 2: Exemplarisches Gating mit FlowJo

Mit der Software FlowJo wurden die Rohdaten linear auf Subpopulationen analysiert. In diesem
exemplarischen Gating stellt der Inhalt jedes Auswahlrahmens die Grundgesamtheit fir die néachste
Auswahlebene dar. Die Daten hier stammen von einer E. colimpk-Probe aus einem B-Zell-
Charakterisierungsexperiment nach Stimulation. (A) zeigt alle gemessenen Events in einem Diagramm mit
der GrofRRe (Forward Scatter = FSC) gegen die Granularitét (Side Scatter = SSC) aufgetragen. Daraus
wurde eine Grundpopulation ausgewabhlt, die Zellfragmente an den Achsen ausgrenzt. Um Dubletten von
einzelnen Zellen zu unterscheiden, wurden die Zellen in ihrer Flache (FSC-A) gegen die Hohe des
Signalpeaks (FSC-H) eingeordnet (B). Dabei sollte die Korrelation bei einzelnen Zellen nahe 1 sein — also
eine Diagonale mit 45° durch den Nullpunkt bilden — weshalb das Gate auf diese Weise gesetzt wurde.
Anhand ungeférbter Kontrollen und FMO-Proben wurde eine Schwelle festgelegt, tiber der das Signal als
positiv, hier bspw. fir CD19 Pacific Blue, gewertet wurde (C). In (D) wurden die Marker CD1d Alexa Fluor
647 und CD5 Qdot 605 gleichzeitig aufgetragen, um in Q2 die doppel-positive Population zu erhalten, mit
der weiter gearbeitet wurde. Daraus konnten nun in (E) die IL-10 PE positiven Events definiert werden.
Dieses lineare Gating ergab hier die Subpopulation der B10-Zellen (CD19* CD5* CD1d* IL-10%).

CD = Cluster of differentiation, FMO = Fluorescence minus one, IL = Interleukin
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2.2.7 Zytokinbestimmung mittels ELISA

Zur Zytokinbestimmung wurde hier die Methode des enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) gewahlt, bei der ein bestimmtes Zytokin an
einen spezifischen stationaren Primarantikdrper bindet und gleichzeitig auf der
anderen Seite von einem Sekundarantikbrper gebunden wird. Dieser
Sekundarantikérper setzt ein Substrat zu einem Produkt um, welches den
Extinktionswert der Probe verandert und somit proportional zur Menge des

Zytokins ist.

Die eingefrorenen Uberstande der verschiedenen Mono- und Co-Kulturen
wurden mittels ELISA auf ihre Zytokinkonzentration untersucht. Damit sollten
die vor der Fixierung von den Zellen sezernierten und damit im FACS nicht

mehr erfassbaren Zytokine gemessen werden.

Je nach zu analysierendem Zytokin (IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a) wurden

spezifische Kits entsprechend den Herstellerangaben angewendet.

Mit dem TECAN infinite F50 ELISA Reader und der Software Magellan for 50

wurden die Proben gemessen.
2.2.8 Fluoreszenzmikroskopie von B-Zellen und dendritischen Zellen

2.2.8.1 Co-Kultur mit B-Zellen und KGDZs

Beide Zelltypen wurden getrennt voneinander isoliert und stimuliert (vgl. 2.2.3.2
und 2.2.3.3). Nach 48 h Inkubation wurde die B-Zell-Monokultur aus den 6-
Wells geerntet, gepoolt, in zwei Falcons Ubertragen und 5 min bei 400 x g
zentrifugiert. Die Pellets wurden in B-Zell-Medium resuspendiert und mithilfe der
Neubauer-Zahlkammer gezahilt.

Aus den Wells der DZ-Kulturplatte (24 h nach deren Stimulation) wurde der
Uberstand vorsichtiy abgenommen und verworfen. Nun wurden die
guantifizierten B-Zellen im Verhaltnis 1:1 zu den DZ aufgetragen. Zuvor wurde
auf den Boden jeder Vertiefung der 24-Well-Platte ein autoklaviertes Coverslip
gelegt, um darauf die DZ zu kultivieren. AnschlieRend wurde mit
Lymphozytenmedium auf 500 pl aufgefillt und die Kulturplatte fur weitere 24 h
im Brutschrank inkubiert. Die stimulierten B-Zellen, die fur die Monokultur-
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Farbung vorgesehen waren, verblieben noch einen weiteren Tag in den 6-Well-

Platten und wurden kurz vor der Fixierung aller Zellen auf ein Coverslip getropft.

2.2.8.2 Fixierung und Farbung der Co-Kultur

Zunachst wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert. Um das sofortige
Abschwemmen der B-Zellen bei der Fixierung zu vermeiden, wurden alle
Coverslips kurzzeitig zum Antrocknen offengelegt. Dann wurden die Zellen mit
300 ul  4%igen Paraformaldehyds fixiert. Nach 10 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde der Uberstand erneut abgenommen und je 500 pl PBS
in die Wells gegeben. Zur Farbung wurden eine Farbewanne mit
Plexiglasscheibe und WaschgefaRe mit PBS-Flussigkeit verwendet. Zum
Blocken wurden die Coverslips eine halbe Stunde mit der Zellseite nach unten
in einen 40 pl-Tropfen PBS/1% FCS gelegt und anschlielend drei Mal

gewaschen.

Die Coverslips wurden nun bei 4°C dber Nacht in einem 40 ul-Tropfen des
ungekoppelten Primarantikdrpers (Verdinnung 1:100) gegen murines CD19
inkubiert. Am nachsten Morgen wurde gewaschen und die Coverslips dann
erneut 1 h in eine 1:100 Verdinnung des Sekundarantikbrpers Anti-rat Cy2
gelegt. Eine Auswahl der Coverslips wurde zusatzlich auch mit Phalloidin
TRITC (Verdinnung 1:500) gefarbt, weshalb diese Zellen zunachst 10 min mit
0,2%iger Triton-X100-L6ésung permeabilisiert und anschlieend gewaschen
werden mussten. Dann konnten sie 20 min in einem 40 pl-Tropfen des roten
Farbstoffes inkubiert und erneut gewaschen werden. Alle Préaparate wurden
zuséatzlich mit DAPI der Konzentration 1 pg/ml gefarbt, 20 min inkubiert und ein

letztes Mal gewaschen.

SchlieBlich wurde fir jedes Coverslip ein kleiner Tropfen (7 ul) Mowiol-
Mounting-Medium auf die Objekttrager gesetzt und die Coverslips mit der
Zellseite nach unten darauf leicht festgedriickt, sodass alle Luftblasen

verschwanden.

2.2.8.3 Aufnahmemodus mit der ZEN-Software am Carl Zeiss LSM 710
Die Aufnahmen der Fluoreszenzbilder wurden Uber die ZEN-Software

gesteuert, die mit dem konfokalen Mikroskop des Typs LSM 710 von Carl Zeiss
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verkntpft war. Einige Bilder entstanden im Mono-Layer-Modus, andere wurden
Uber Z-Stacks in 6-10 Schichten aufgenommen und anschlielend vom

Programm Ubereinandergelegt. Die Zuschnitte der Bilder erfolgten mit Adobe
Photoshop.
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3 Ergebnisse

Teile der im Folgenden dargestellten Ergebnisse wurden bereits veroffentlicht in
der Fachzeitschrift Frontiers in immunology (Maerz et al.,, 2020, CC BY 4.0)
(siehe jeweilige Abbildungsunterschriften).

3.1 E. coli mpkinduziert regulatorische B-Zell-Subtypen

3.1.1 Breg-Subtypen und andere Oberflachenmarker

In diesem Versuch wurde die Hypothese untersucht, ob eine E. coli mpk-
Stimulation eine starkere Entwicklung von Subpopulationen regulatorischer B-
Zellen hervorruft als eine Stimulation mit dem Symbionten B. vulgatus mpk.
AuBerdem sollte das Auftreten verschiedener anderer Molekile, die im
Zusammenhang mit diesen Subtypen stehen oder regulatorische Eigenschaften

vermitteln kdnnen, analysiert werden.

Zuséatzlich zu den Wildtyp-Zellen (WT) wurden Zellen von TLR2/TLRA4-
Knockout-Mausen (KO) verwendet, um die Abhéangigkeit der bakteriellen

Stimulation von diesen beiden Rezeptoren zu beobachten.

Die Population der unstimulierten B-Zellen ist nach einiger Zeit stark minimiert,
wahrend E. coli mpk-stimulierte Proben auch nach 72 h eine viable B-Zell-
Population aufweisen (Abbildung 3 A-C). Aus dem Verhéltnis von toten zu
lebenden Zellen resultiert Abbildung 3 D, in der der prozentuale Anteil aller
lebenden Zellen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten dargestellt ist. Deutlich
erkennbar fallt die Kurve der noch lebenden Zellen in den drei KO-Ansétzen
und der WT-Negativkontrolle ohne Stimulation (Mock) bereits einen Tag nach
der Stimulation stark ab und befindet sich nach drei Tagen Kultur bei nahezu
0 %. Die B. vulgatus mpk-stimulierten Zellen zeigen einen ahnlichen Verlauf der
Kurve, die sich aber konstant 5-10 Prozentpunkte tUber den KO- und Mock-
Proben befindet. Im Gegensatz dazu entwickeln sich die E. coli mpk-
stimulierten B-Zellen: nach 24 h ist zunachst ein Abfall der lebenden Zellen auf
ca. 54 % zu beobachten. Danach stabilisiert sich der Anteil vitaler Zellen auf

einem konstanten Niveau von 59 %.
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Der zeitliche Verlauf der Entwicklung der B10-Zell-Population ist in Abbildung
4 A zu sehen, in der sich schon nach 24 h signifikante Effekte der E. coli mpk-
Stimulation gegentber Mock (Negativkontrolle) und B. vulgatus mpk zeigen, die
auch im Laufe der Zeit noch starker werden. Schliel3lich erreicht die Population
der B10-Zellen sogar Anteile von knapp 50 % aller B-Zellen. Ab 48 h nach
Stimulation zeigt aber auch die Stimulation durch B. vulgatus mpk eine
signifikante Erhdhung dieser regulatorischen Zellpopulation. Allerdings ist hier
zu beobachten, dass der Anteil Uber die Zeit nur relativ groéRer wird, da bei
fehlender Stimulation und den KO-Proben die Anteile der regulatorischen

Population sinken.

Abbildung 4 B stellt den Verlauf der Population des Breg-Subtyps transitional 2
marginal-zone precursor-Zellen (T2-MZP; Phanotyp CD19* CD21* CD23*
CD24*) dar. Diese Population ist schon von Beginn an in allen drei
Stimulationsansatzen inklusive der KO-Zellen mit etwa 50 — 65 % der gesamten
B-Zellpopulation ausgepragt. Uber die verschiedenen Zeitpunkte hinweg sinkt
der Anteil dieser regulatorischen Zellpopulation stark ab, aufler in den
E. coli mpk-stimulierten Proben. Somit ist der Anteil von erneut 50 — 60 % nach
48h und 72h eindeutig signifikant gegenliber unstimulierten und
B. vulgatus mpk-stimulierten Proben. Mit deutlich geringeren prozentualen
Anteilen zeigt aber auch die B. vulgatus mpk-Stimulation zu diesen spaten

Zeitpunkten einen signifikanten Unterschied zur Negativkontrolle.

Des Weiteren wurden noch einzelne Molekile gemessen, deren
Expressionsverlaufe in Abbildung 4 C-E und Abbildung 5 zu sehen sind.

Die Expression des major histocompatibility compex Il (MHC-II) wurde hier mit
der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) beschrieben, da sich durch Stimulation
und Zeitverlauf weniger die Anzahl der MHC-II-positiven Zellen verandert hat,
als vielmehr die Haufigkeit der exprimierten Molekile auf der Oberflache jeder
Zelle. Dadurch war ein Shift in der Population erkennbar, der sich durch die MFI
beschreiben lasst. Gleiches gilt fir CD86 und IgM.

Fur MHC-II, CD80 und CD86, welches alle wichtige Marker fir die Maturation

und Antigen-Préasentation sind, ist zu beobachten, dass zum Zeitpunkt O h
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weder die Stimulation noch der Genotyp einen Effekt auf die Expression zeigt.
Nach 24 h und auch zu den spéateren Zeitpunkten ist dann aber in E. coli mpk
stimulierten Proben die Expression von MHC-II, CD86 und IgM signifikant
starker als in allen anderen Ansatzen. Die Stimulation durch B. vulgatus mpk
zeigt ab 24 h (MHC-II) bzw. ab 48 h (CD86 und IgM) ebenfalls eine signifikante
Erhéhung der Expression, die allerdings in Relation zu der Veranderung durch

E. coli mpk sehr gering ist.

Der Transkriptionsfaktor Foxp3 sowie die Oberflachenmolektile CD80 und Tim-
1 sind in Abbildung 4 D und Abbildung 5 A und B mit Prozentangaben
dargestellt. Foxp3, der als Marker fur regulatorische T-Zellen bekannt ist, ist
uber die gesamte Zeitreihe hinweg in den Knockout-B-Zellen um rund 5-10
Prozentpunkte geringer exprimiert als in den Wildtyp-Zellen. In letzteren ist der
Faktor schon zu Beginn in nahezu jeder zweiten Zelle vorhanden, wird aber
nach 48 E. coli mpk-Stimulation auf signifikant mehr Zellen der B-Zell-
Population exprimiert als nach anderen Stimuli. Zu diesem und dem folgenden

Zeitpunkt enthalten knapp 80 % der B-Zellen Foxp3.

Die Expression von CD80 und Tim-1 zeigt einen sehr &hnlichen Verlauf: Bei 0 h
werden die Marker unabhéngig vom Stimulus auf rund 20 % der B-Zellen
exprimiert. Nach 24 h steigt dieser Anteil in E. coli mpk-WT-Proben schon
erkennbar an und erreicht nach 48 h signifikante Maximalwerte von 60 %
(CD80) bzw. 50 % (Tim-1). Alle anderen Ansétze zeigen eine kontinuierliche

Abnahme in der Markerexpression Uber die Zeit.
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Abbildung 3. E. coli mpk-Stimulation erméglicht ein langeres Uberleben der B-Zell-Population in Kultur.
Wildtyp- und TLR2/4-Knockout-B-Zellen wurden ber 0 bis 72 h mit Mock (Negativkontrolle), Bacteroides
vulgatus (B.v.) und Escherichia coli (E.c.) MOI 1 stimuliert. Etwa vier Stunden vor Abnahme der
jeweiligen Zeitpunkte wurde ein Leukozytenaktivierungscocktail (LAC) zugegeben, um die
Zytokinproduktion gleichzeitig anzuregen und deren Sekretion zu verhindern. Nach Fixierung wurden die
Proben mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikbrpern gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.

In A — C sind die Dotplots verschiedener Beispielproben der Durchflusszytometrie dargestellt, die
innerhalb des Gates die Population der lebenden Zellen enthalten. Zuvor wurden Dubletten in der FSC-
A/FSC-H-Darstellung herausgegated. Schaubild D zeigt den prozentualen Anteil der lebenden B-Zellen an
allen gemessenen Einzelzellen Uber die Zeit. Tote Zellen wurden Uber die Aufnahme des Life-Dead-
Farbstoffes eFluor 780 identifiziert. Der statistische Vergleich erfolgte zwischen E. coli mpk- und
B. vulgatus mpk-stimulierten Proben.

Die statistische Auswertung auf Signifikanz erfolgte bei Normalverteilung mit einem T-Test und andernfalls
mit einem Mann-Whitney-Test. Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde zuvor auf Gau¥’sche Verteilung gepriift.
Die Balken bzw. Punkte zeigen die Mittelwerte aller Replikate (n = 4) mit Standardabweichung in Form von
Fehlerbalken. * p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001; **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant

Stimuli: Mock = unstimulierte Kontrolle, B. v. = Bacteroides vulgatus, E. c. = Escherichia coli

Genotypen: WT = Wildtyp, KO = Toll-Like-Rezeptor-2/4-Knockout

CD = Cluster of Differentiation

Teile der Daten und Abbildung bereits so publiziert (Maerz et al., 2020).
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Abbildung 4. E. coli mpk-Stimulation fordert die regulatorischen B-Zell-Subtypen B10- und T2-MZP-Zellen.
Wildtyp- und TLR2/4-Knockout-B-Zellen wurden ber 0 bis 72 h mit Mock (Negativkontrolle), Bacteroides
vulgatus (B.v.) und Escherichia coli (E.c.) MOI 1 stimuliert. Etwa vier Stunden vor Abnahme der
jeweiligen Zeitpunkte wurde ein Leukozytenaktivierungscocktail (LAC) zugegeben, um die
Zytokinproduktion gleichzeitig anzuregen und deren Sekretion zu verhindern. Nach Fixierung mit
Cytofix/cytoperm wurden die Proben mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikbrpern gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert.

In A ist der prozentuale Anteil der B10-Zellen (Phanotyp CD19* CD5* CD1d* IL-10*) aufgefiihrt. B zeigt
den Anteil des Subtyps regulatorischer B-Zellen mit Namen transitional 2 marginal-zone precursor-Zellen
(Ph&anotyp CD19* CD21* CD23* CD24*).

In C — E ist die Entwicklung weiterer Oberflachenmarker Uber die Zeit dargestellt (Daten publiziert in Maerz
et al., 2020). Die Schaubilder C und E zeigen dabei keine prozentualen Werte, sondern die MFI (mean
fluorescence intensity). Diese errechnet sich aus dem Mittelwert der Fluoreszenzintensitat.
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Die statistische Auswertung auf Signifikanz erfolgte bei Normalverteilung mit einem T-Test und andernfalls
mit einem Mann-Whitney-Test. Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde zuvor auf GauR’sche Verteilung gepriift.
Die Balken bzw. Punkte zeigen die Mittelwerte aller Replikate (n = 4) mit Standardabweichung in Form von
Fehlerbalken. * p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001; **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant

Stimuli: Mock = unstimulierte Kontrolle, B. v. = Bacteroides vulgatus, E. c. = Escherichia coli

Genotypen: WT = Wildtyp, KO = Toll-Like-Rezeptor-2/4-Knockout

CD = Cluster of Differentiation, IgM = Immunglobulin M, MHC = major histocompatibility complex
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Abbildung 5. E. coli mpk induziert erhéhte Expression von Foxp3, Tim-1 und IgM.

Wildtyp- und TLR2/4-Knockout-B-Zellen wurden Uber 0 bis 72 h mit Mock (Negativkontrolle), Bacteroides
vulgatus (B.v.) und Escherichia coli (E.c.) MOI 1 stimuliert. Etwa vier Stunden vor Abnahme der
jeweiligen Zeitpunkte wurde ein Leukozytenaktivierungscocktail (LAC) zugegeben, um die
Zytokinproduktion gleichzeitig anzuregen und deren Sekretion zu verhindern. Nach Fixierung wurden die
Proben mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.

In A und B sind die Entwicklungen des regulatorisch wirksamen Transkriptionsfaktors Foxp3 und des
Oberflachenmolekils Tim-1 in Prozent der Gesamt-B-Zell-Population Uber die Zeit dargestellt. Das
Schaubild C (bereits publiziert in Maerz et al., 2020) zeigt dabei fir die Entwicklung der IgM-Expression
keine prozentualen Werte, sondern die MFI (mean fluorescence intensity). Diese errechnet sich aus dem
Mittelwert der Fluoreszenzintensitat.

Die statistische Auswertung auf Signifikanz erfolgte bei Normalverteilung mit einem T-Test und andernfalls
mit einem Mann-Whitney-Test. Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde zuvor auf Gauly’sche Verteilung geprdft.
Die Balken bzw. Punkte zeigen die Mittelwerte aller Replikate (n = 4) mit Standardabweichung in Form von
Fehlerbalken. * p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001; **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant

Stimuli: Mock = unstimulierte Kontrolle, B. v. = Bacteroides vulgatus, E. c. = Escherichia coli

Genotypen: WT = Wildtyp, KO = Toll-Like-Rezeptor-2/4-Knockout

Foxp3 = Forkhead Box Protein 3, IgM = Immunglobulin M, Tim-1 = T cell immunoglobulin and mucin
domain protein 1
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3.1.2 E. coli mpk-stimulierte B-Zellen produzieren mehr IL-10 und -6

Zusatzlich  zur  Charakterisierung der  B-Zell-Subtypen  Uber ihre
Oberflachenmarker werden besonders die B10-Zellen durch ihre IL-10-
Produktion definiert. Zytokine dienen den Immunzellen zur Kommunikation mit
anderen Zellen ebenso wie der Selbstregulation durch autokrine Effekte, die

Uber Feedback-Schleifen auf die sezernierende Zelle selbst zuriickwirken.

An dieser Stelle wurden ELISAs fir die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und
TNF-a sowie das als anti-inflammatorisch bekannte Zytokin IL-10 durchgefihrt.
Gemessen wurde dabei nur die nach extrazellular sezernierte Zytokinmenge zu

verschiedenen Zeitpunkten nach der Stimulation.

IL-6 wurde von E. coli mpk-stimulierten B-Zellen (Wildtyp) zu den Zeitpunkten
24 h, 48 h und 72 h signifikant mehr produziert als von unstimulierten Zellen
oder im Vergleich mit B. vulgatus mpk-stimulierten Zellen (Abbildung 6 A). Aber
auch B. vulgatus mpk stimulierte Wildtypzellen zeigten eine signifikant héhere
IL-6-Produktion gegentuiber der Negativkontrolle zu diesen drei Zeitpunkten.
Zum Zeitpunkt 72 h lagen die hdchsten gemessenen IL-6-Konzentrationen bei
ca. 900 pg/ml. Die Zellen aus TLR-Knockout-Mausen reagierten zu keinem

Zeitpunkt und unabhéngig des Stimulus mit einer IL-6-Erhéhung.

Die TNF-a-Sekretion zeigte nahezu keine Veranderungen im zeitlichen Verlauf
und wies auch keine signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlich
stimulierten Zellen auf (Abbildung 6 B). Die gemessenen Konzentrationen
befanden sich im Intervall zwischen 20 und 50 pg/ml. Allein der Vergleich mit
den Knockout-B-Zellen zeigte, dass diese signifikant geringere Mengen TNF-a

produzierten.

Das als anti-inflammatorisch und charakterisierend fiir regulatorische B10-
Zellen geltende Zytokin IL-10 konnte zu den Zeitpunkten O h und 24 h nur zu
sehr geringen Konzentrationen ohne signifikante Unterschiede gemessen
werden (Abbildung 6 C). Ab 48 h und 72 h stieg die aus E. coli mpk-stimulierten
Zellen (Wildtyp) sezernierte IL-10-Menge deutlich an und zeigte signifikante
Unterschiede zur Menge aus unstimulierten und B. vulgatus mpk-stimulierten

Zellen. Dabei wurden Héchstkonzentrationen von 640 pg/ml bis 1200 pg/ml in
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E. coli mpk-Proben ermittelt. Dagegen verursachte die Stimulation der B-Zellen
mit B. vulgatus mpk zu keinem Zeitpunkt eine signifikant veranderte IL-10-
Sekretion verglichen mit der unstimulierten Negativkontrolle. Erneut waren auch
hier signifikant geringere IL-10-Mengen bei den E. coli mpk-stimulierten
Knockout-Kontrollen gegentber den E. coli mpk-stimulierten Wildtyp-Zellen bei

48 h und 72 h messbar. Zuvor waren keine Unterschiede erkennbar.
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Abbildung 6: Interleukin-10 und -6 werden gesteigert von E. coli mpk-stimulierten B-Zellen sezerniert.

Die Schaubilder A-C zeigen die jeweilige Zytokinkonzentration zu den gemessenen Zeitpunkten (IL =
Interleukin, TNF = Tumornekrosefaktor). Die Konzentrationen wurden photometrisch mittels Enzym linked
immunosorbent assay (ELISA) ermittelt. Die Proben wurden aus dem Uberstand der Zellkulturen
stimulierter B-Zellen gewonnen und zu den jeweiligen Zeitpunkten, ca. 4 h nach Zugabe eines
Leukozytenaktivierungscocktails (LAC), abgenommen. Die Stimulation mit den Bakterien B. vulgatus mpk
und E. coli mpk erfolgte mit einer MOI von 1, d.h. gleichem Zellverhaltnis von Bakterien und B-Zellen.
Direkt im Anschluss wurde Gentamycin zugegeben, um eine Vermehrung der Bakterien zu verhindern. Die
naiven B-Zellen wurden aus der Milz von Wildtyp- und TLR2/TLR4-Knockout-M&usen isoliert.

A zeigt die Konzentrationen von Interleukin-6 (IL-6) in pg/ml. B und C zeigen die Ergebnisse fur den
Tumornekrosefaktor a (TNF-a) respektive Interleukin-10.

Die Statistik wurde bei Normalverteilung mit einem T-Test und bei fehlender Normalverteilung mit einem
Mann-Whitney-Test ermittelt. Die Balken zeigen den Mittelwert der Replikate (n = 4) mit
Standardabweichung. * p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001; **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant
Stimuli: Mock = unstimulierte Kontrolle, B. v. = Bacteroides vulgatus, E. c. = Escherichia coli

Genotypen: WT = Wildtyp, KO = Toll-Like-Rezeptor-2/4-Knockout

A, B und C wurden publiziert in (Maerz et al., 2020).
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3.2 Die Expression regulatorischer Marker wird durch E. coli mpk
gesteigert

Unabhangig von den spezifischen Phanotypen der schon bekannten Breg-
Subtypen, haben wir die Expression verschiedener Oberflachenmarker und
intrazellularer Proteine mit regulatorischem Potenzial untersucht. Dieses
Experiment stellt eine Uberprifung und Erweiterung des vorherigen Versuchs
dar. Die Fragestellung war, wie sich die Expressionsstarke der
Oberflachenmarker durch die bakterielle Stimulation der Lymphozyten
verandert. Hypothetisch bewirkt E. coli mpk eine vermehrte Expression dieser
ausgewahlten Marker, um ein Gegengewicht zu seinen pro-inflammatorischen
Effekten zu schaffen. Beispielsweise kann von B-Zellen produziertes IL-10
autokrin auf die Lymphozyten riickwirken, was Uber den IL-10-Rezeptor
vermittelt wird (Heine et al., 2014).

Aus der mittels Durchflusszytometrie erfassten Gesamtpopulation an Zellen
wurden die B-Zellen Uber den Marker CD19 identifiziert (Abbildung 7 A). Aus
diesen Zellen wurden nun die prozentualen Anteile der Zellen ermittelt, die den

jeweils zu betrachtenden Marker tragen.

Die Abbildung 7 B — E und Abbildung 8 zeigen, dass zu Beginn der Stimulation
bei O h alle Proteine in relativ geringer Expression von ca. 1-2 % (CD73, Ebi3,
FasL, GitrL, IL-10-Rezeptor und Tim-1) oder schon mit etwas hoherer
Basalexpression von ca. 20% (PD-1-L) vorliegen. AulBerdem hat die
unterschiedliche Stimulation hier noch keinerlei Effekt.

Die Expression des Enzyms CD73 ist bereits 24 h nach Stimulation mit
E. coli mpk signifikant gegenuber Mock und B. vulgatus mpk-Stimulation erhght
und erreicht nach 48 h eine maximale Auspragung auf durchschnittlich 13 %
aller B-Zellen (Abbildung 7 B). Ein nahezu identisches Verhalten zeigen die
Marker Fas-Ligand (FasL) in Abbildung 7 D, GitrL (glucocorticoid-induced-
tumor-necrosis-factor-related-receptor ligand) in Abbildung 7 E und der
Programmed-death-1-Ligand (PD-1-L) in Abbildung 7 C, letzterer aber mit
insgesamt deutlich héheren Prozentwerten. Hier liegt die Grundexpression

schon zu Beginn bei knapp 20 % und steigt durch E. coli mpk-Stimulation auf

63



uber 60 % an. In allen vier Fallen zeigt allerdings auch die B. vulgatus mpk-
Stimulation nach 72 h einen signifikanten Effekt.

Die Expression von Ebi3 (Epstein-Barr virus-induced gene 3), einer Untereinheit
des anti-inflammatorischen Zytokins IL-35, ist erst nach 48 h E. coli mpk-
Stimulation mit etwa 17 % signifikant erhéht gegentber den anderen Stimuli
(Abbildung 8 B). Die unbehandelten und B. vulgatus mpk-stimulierten B-Zellen

zeigen Uber die gesamte Zeitreihe hin keine signifikanten Unterschiede.

Die Basalexpression des IL-10-Rezeptors und des T cell immunoglobulin and
mucin domain protein 1 (Tim-1) liegt zu Beginn des Experiments bei 1 — 3 %,
unabhéangig vom Stimulus (vgl. Abbildung 8 A und C). Nach 24 h ist diese
Expression der zwei Marker zwar erkennbar angestiegen, zeigt aber immer
noch keine Stimulus-abhangigen Unterschiede. 48 h nach Beginn der
Stimulation sind bei E. coli mpk-stimulierten B-Zellen allerdings mit ca. 20 %
plotzlich signifikant hohere Anteile IL-10R- und Tim-1-exprimierender Zellen
sichtbar.

Nach 72 h E. coli mpk-Stimulation sinkt dieser Anteil bei einigen der
gemessenen Molekile wieder; so zu sehen in Abbildung 7 B, D, E sowie
Abbildung 8 A und B.
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Abbildung 7. E. coli mpk induziert eine erhéhte Expression von CD73, PD-1-L, Fas-L und Gitr-L bereits
nach 24 h.

B-Zellen wurden aus Wildtyp-Mausen isoliert, mit E. coli mpk (MOI=1), B. vulgatus mpk (MOI=1) bzw. nicht
stimuliert (Mock = Negativkontrolle) und fiir 0 bis 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Dann erfolgten eine
Fixierung mit 4 % PFA und eine Farbung mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern. Ziel des Experiments
war die Beobachtung der Expression regulatorischer Marker nach Stimulation mit Symbionten und
Pathobionten. A — D wurden publiziert in (Maerz et al., 2020).

Dargestellt sind in A die Dotplots exemplarischer Proben, die die Expression des Fas-Liganden zeigen.
Dabei sind die Mittelwerte der prozentualen Anteile an allen B-Zellen mit Standardabweichung angegeben.
B — E zeigen den prozentualen Anteil an allen B-Zellen, die den jeweiligen Marker exprimieren.

Die Statistik wurde bei Normalverteilung mit einem T-Test und bei fehlender Normalverteilung mit einem
Mann-Whitney-Test ermittelt. Die Messwerte der Zellen einer Maus wurden in dieser Statistik nicht
berlicksichtigt, da die Zellen schon zum Zeitpunkt O h zu Giber 50 % tot waren (andere Replikate nur < 3 %
tote Zellen) und daher auch keinerlei Differenzierungsverhalten zeigen konnten. Die Balken zeigen den
Mittelwert der Replikate (n = 3) mit Standardabweichung. * p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001; **** p
<=0,0001, ns = nicht signifikant

Stimuli: Mock = unbehandelte Kontrolle, B. v. = Bacteroides vulgatus, E. c. = Escherichia coli

CD = Cluster of Differentiation, Fas = first apoptosis signal, Gitr = glucocorticoid-induced TNFR-related
protein, MW = Mittelwert, PD-1 = programmed cell death protein 1
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Abbildung 8. E. coli mpk-stimulierte B-Zellen zeigen ab 48 h Stimulation erhdhte Expressionen von IL-10R,
Ebi3, und Tim-1.

B-Zellen wurden aus Wildtyp-Mausen isoliert, MOI 1 mit E. coli mpk, B. vulgatus mpk bzw. nicht stimuliert
(Mock = Negativkontrolle) und fur 0 bis 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Dann erfolgten eine Fixierung mit
4% PFA und eine Farbung mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern. Ziel des Experiments war die
Beobachtung der Expression regulatorischer Marker nach Stimulation mit Symbionten und Pathobionten.
A — C zeigen den prozentualen Anteil an allen B-Zellen, die den jeweiligen Marker exprimieren.

Die Statistik wurde bei Normalverteilung mit einem T-Test und bei fehlender Normalverteilung mit einem
Mann-Whitney-Test ermittelt. Die Messwerte der Zellen einer Maus wurden in dieser Statistik nicht
berlcksichtigt, da die Zellen schon zum Zeitpunkt O h zu tiber 50 % tot waren (andere Replikate nur < 3 %
tote Zellen) und daher auch keinerlei Differenzierungsverhalten zeigen konnten. Die Balken zeigen den
Mittelwert der Replikate (n = 3) mit Standardabweichung. * p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001; **** p
<= 0,0001, ns = nicht signifikant

Stimuli: Mock = unbehandelte Kontrolle, B. v. = Bacteroides vulgatus, E. c. = Escherichia coli

CD = Cluster of Differentiation, IL = Interleukin, EBI = Epstein-Barr virus induced gene, MOI = multiplicity
of infection, Tim-1 = T cell immunoglobulin and mucin domain protein 1

A und B wurden leicht angepasst publiziert in (Maerz et al., 2020).
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3.3 Regulatorische B-Zellen inhibieren T-Zell-Proliferation und fordern
eine anti-inflammatorische Polarisation
Dieses Experiment diente zur Untersuchung der Breg-Effekte auf das
Proliferations- und Differenzierungsverhalten von naiven CD4" T-Zellen aus
OT-lI-Mausen. Dazu wurden zun&chst Wildtyp-B-Zellen isoliert, mit E. coli mpk
und B. vulgatus mpk stimuliert und mit einem OVA-Peptid inkubiert. Dies sollte
spater auf MHC-II-Molekilen der B-Zellen in ihrer antigenpréasentierenden
Funktion erscheinen und eine Interaktion mit den transgenen, auf OVA
spezialisierten T-Zellen ermdglichen. Aul3erdem wurden unterschiedliche Zell-
Verhéltnisse von B- zu T-zellen angesetzt, um eine mdgliche Dosisabhangigkeit
der zu beobachtenden Effekte feststellen zu konnen. Die Co-Kultur der beiden

Lymphozyten wurde nach 72 h beendet.

3.3.1 Breg-vermittelte Inhibition der T-Zell-Proliferation

Zur Proliferationsanalyse wurden carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)-
markierte T-Zellen im Durchflusszytometer gemessen. In Abbildung 9 E ist das
CFSE-Signal in einem Histogramm aufgetragen und zeigt bei der unstimulierten
Probe zwei deutliche Peaks. Der Peak der niedrigeren Signalstarke wird bei T-
Zellen, die Kontakt zu B. vulgatus mpk-stimulierten B-Zellen hatten, geringer
und verschwindet bei dem E. coli mpk- und E. coli mpk + Anti-IL-10-Ansatz fast

ganz.

Die gleiche Tendenz zeigt sich in Abbildung 9 F, in der alle biologischen
Replikate zu Mittelwerten zusammengefasst und nach Ansatzen und
Zellverhaltnissen getrennt aufgefiihrt sind. Hier ist allerdings nur der
proliferierende Anteil (also der kleinere Peak) aller T-Zellen in Prozent
dargestellt. In unbehandelten Ansétzen proliferieren zwischen 30 und 43 % der
T-Zellen. B. vulgatus mpk-stimulierte B-Zellen zeigen in der 1:1-Co-Kultur noch
keine Effekte, hemmen aber in funffach und zehnfach hoherer Konzentration
signifikant die T-Zell-Proliferation. E. coli mpk-vorbehandelte B-Zellen zeigen
diese inhibitorische Wirkung schon im aquivalenten Verhaltnis zu den T-Zellen

und vermindern den proliferierenden T-Zell-Anteil signifikant auf 20 %. Mit
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steigender E. coli mpk-B-Zell-Konzentration sinkt dieser Anteil sogar auf ca. 5-
7 %.

Die Zugabe des Anti-IL-10-Antikdrpers zeigt eine noch starkere Hemmung der
Proliferation, die sogar in jedem Zellverhaltnis signifikant gegentber der
E. coli mpk-B-Zell-Hemmung ist.
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Abbildung 9. Breg-vermittelte Inhibition der T-Zell-Proliferation.

T-Zellen wurden aus OT-Il transgenen Mausen isoliert, mit carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)
markiert und in verschiedenen Zell-Zell-Verhaltnissen auf zuvor fir 24 Stunden kultivierte und mit
Bakterien (MOI 1) stimulierte B-Zellen gegeben. Nach Inkubation fir 72 h wurden die Zellen mit
Cytofix/Cytoperm fixiert, mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern gefarbt und mittels Durchflusszytometrie
analysiert.

Dargestellt ist in A — D, jeweils im rechten oberen Quadranten die T-Zell-Population, die positiv fir CD4
und die T-Zell-Rezeptor-Untereinheit VB 5.1/5.2 ist. Aus diesen Populationen wurden nun Histogramme fur
die Starke des CFSE-Signals (E) generiert. In E wurden aus allen CD4 und V[ 5.1/5.2 positiven Zellen
(exemplarisch von einem Replikat) die Ergebnisse der vier Stimulationsansatze des gleichen biologischen
Replikats in ein gemeinsames Schaubild integriert, um sie miteinander zu vergleichen. Die x-Achse des
Histogramms zeigt dabei die Starke des CFSE-Signals. In F werden die prozentualen Anteile
proliferierender T-Zellen an allen CD4* und V@ 5.1/5.2* Zellen aufgetragen. Die blauen Balken zeigen die
T-Zellen, die Kontakt zu unstimulierten B-Zellen hatten, die griinen Balken, diejenigen T-Zellen, die von
Bacteroides vulgatus (B. v.) stimulierten B-Zellen aktiviert wurden und die roten Werte die T-Zellen nach
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Kontakt zu Escherichia coli (E. c.-)vorbehandelten B-Zellen. Im vierten Ansatz (rosa) wurde zu der
E. coli mpk-Stimulation der B-Zellen noch Anti-IL-10-Antikdrper zugegeben.

Die Statistik wurde mittels T-Test (bzw. Mann-Whitney-Test bei fehlender Normalverteilung) erstellt.
Dargestellt ist der Mittelwert aller biologischen Replikate (n = 4) mit Standardabweichung als Fehlerbalken.
* p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001; **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant

CD = Cluster of Differentiation, Mock = unbehandelte Kontrolle, MOI = multiplicity of infection
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3.3.2 E. coli mpk inhibiert Ausbildung des Th1-Ph&notyps

Auch die Differenzierung der T-Zellen wurde durch Kontakt mit stimulierten B-
Zellen Dbeeinflusst. Dabei wurden in der Analyse drei Phéanotypen
herausgestellt: T-Helferzellen Typ 1 (Thl) werden dber VB* CD4* IFN-y*
charakterisiert; T-Helferzellen Typ 2 (Th2) uber VB* CD4" IL4" und T-
Helferzellen Typ 17 (Thl17) durch VB* CD4* IL17A* IL4 IFN-y. Durch
E. coli mpk-Stimulation bewirken die B-Zellen eine signifikant grol3ere
Entwicklung von Th2-Zellen (Abbildung 10 G), sowohl in einem Verhaltnis von
1:1 als auch 10:1 B- zu T-Zellen, verglichen mit einer fehlenden oder einer
B. vulgatus mpk-Stimulation. Dagegen wird die Polarisation zu T-Helferzellen
Typ 1 von E. coli mpk-stimulierten B-Zellen signifikant unterbunden, sobald ein
Zell-Verhaltnis von 10:1 bestand (Abbildung 10 A). Insgesamt ist der Anteil von
Thl-Zellen in der 1:1 B-Zell-T-Zell-Co-Kultur allerdings bei allen Stimuli deutlich

hoéher als in T-Zell-Monokulturen.

Auch der Thl7-Phanotyp tritt in E. coli mpk-stimulierten 1:1 und 10:1 Co-
Kulturen mit 7-9 % signifikant haufiger auf als in unstimulierten Proben. Des
Weiteren ist der gesamte Th17-Anteil in allen Co-Kulturen doppelt so hoch wie

in der Monokultur.

B. vulgatus mpk-stimulierte B-Zellen zeigen in den 10:1-Kulturen fir alle drei
Polarisationen die gleichen Effekte wie die E. coli mpk-stimulierten B-Zellen.
Allerdings sind die Tendenzen deutlich schwacher ausgepragt. In den 1:1-
Kulturen ist kein signifikanter Unterschied zu den unstimulierten

Negativkontrollen zu erkennen.

Anti-IL-10-Antikorper in E. coli mpk-stimulierten Proben scheinen sich ebenfalls
auf die Polarisation auszuwirken und zumindest in den 10:1-Kulturen den Anteil
an Th2-Zellen gegenuber der E. coli mpk-Probe, ohne den Antikdrper zu

verringern. Der Th17-Anteil wird dagegen erhoht.

Es wurde aulRerdem die Treg-Population mit dem Phanotyp VB* CD4* Foxp3*

untersucht. Allerdings ergaben sich hier keinerlei signifikante Ergebnisse.
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Abbildung 10. E. coli mpk-stimulierte B-Zellen férdern die Entwicklung eines anti-inflammatorischen T-Zell-
Phéanotyps.

T-Zellen wurden aus OT-II transgenen Mausen isoliert und in verschiedenen Zell-Zell-Verhaltnissen auf
zuvor fir 24 Stunden kultivierte und mit Bakterien (MOI 1) stimulierte B-Zellen gegeben (ohne CFSE-
Labeling). Nach Inkubation fur 72 h wurden die Zellen mit Cytofix/Cytoperm fixiert, mit Fluoreszenz-
gekoppelten Antikdrpern gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Mittels FlowJo-Gating wurden zunéchst die Dubletten entfernt und anschliefend aus allen VB* CD4*
Zellen die in A, B und C gezeigten Phanotypen identifiziert. In A bis C sind die Mittelwerte der
prozentualen Anteile der T-Helferzellen Typ 1 (A), T-Helferzellen Typ 2 (B) und T-Helferzellen Typ 17 (C)
unterschieden nach Stimulus und Kulturform abgebildet. T-Helferzellen Typ 1 (Th1) werden lber VB* CD4*
IFN-y* charakterisiert.

Die Statistik wurde mittels T-Test (bzw. Mann-Whitney-Test bei fehlender Normalverteilung) erstellt.
Dargestellt ist der Mittelwert aller biologischen Replikate (n = 4) mit Standardabweichung als Fehlerbalken.
* p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001; **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant

CD = Cluster of Differentiation, IFN = Interferon, Mock = unbehandelte Kontrolle, MOI = multiplicity of
infection, FSC-A = Forward Scatter Area, FSC-H = Forward Scatter Height, SSC-A = Side Scatter Area
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3.4 Transwell-Co-Kultur mit B-Zellen mindert Maturation dendritischer
Zellen
In diesem Experiment wurden die Effekte stimulierter B-Zellen auf die Reifung,
ebenfalls mit Bakterien inkubierter dendritischer Zellen untersucht. Durch den
Einsatz der Transwells im Vergleich zu einfachen 12-Wells sollte auRerdem der
Einfluss rein indirekter Zellkommunikation dem Einfluss des direkten Zell-Zell-
Kontakts gegenubergestellt werden. In den Transwells verhinderte eine
Membran den direkten Kontakt der Zellen in der oberen Kammer mit denen in

der unteren Kammer. Losliche Stoffe konnten allerdings ungehindert passieren.

Aus Wildtyp C57BL/6NCrl-Mausen wurden dendritische Zellen und B-Zellen
isoliert und in 12-Well-Platten ausgesat. Dabei wurden Monokulturen als
Kontrollen und Co-Kulturen mit und ohne Transwells angelegt. Stimuliert wurde
mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk, sowie E. coli mpk + Anti-IL-10. Letzteres
sollte IL-10 neutralisieren und so die Abhangigkeit der Effekte von diesem
Zytokin zeigen. Ein Ansatz mit rekombinantem IL-10 in allen Stimulationsformen
stellte die Positivkontrolle dar. Die fir die Auswertung entscheidenden
Versuchsanséatze sind in Abbildung 11 F schematisch dargestellt. Dabei wurden
die B-Zellen erstmals nach ihrer Isolation und Aussaat vorstimuliert sowie 24 h
spater erneut gemeinsam mit den dendritischen Zellen in der Co-Kultur. Nach
24 h gemeinsamer Kultur wurde bei den dendritischen Zellen die Maturation
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die B-Zellen wurden dahingehend
untersucht, ob nach E. coli mpk-Stimulation signifikant mehr B10-Zellen gebildet

wurden, wie es auch schon in den vorangegangenen Versuchen der Fall war.

In Abbildung 11 A bis D ist mittels Dotplots dargestellt, wie sich die Zellen nach
ihrer MHC-II-Expression in der Durchflusszytometrie verteilen. Das Beispiel
zeigt unterschiedlich stimulierte Proben aus der DZ-Monokultur eines
biologischen Replikats. Schaubild E zeigt daraufhin die Mittelwerte der
prozentualen Anteile aller biologischen Replikate derjenigen dendritischen
Zellen mit hoher MHC-II-Expression. Dabei fallt zunachst auf, dass die MHC-II-
Expression bei den unbehandelten Proben am geringsten ist und sich abhangig
von der Kulturform nicht verandert. Die B. vulgatus mpk-Stimulation erzeugt

eine leicht erhdhte prozentuale Zellzahl mit hoher MHC-II-Expression, aber
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auch diese Tatsache bleibt von der Kulturform unbeeinflusst. E. coli mpk-
stimulierte Proben zeigen tendenziell die hochste Rate an MHC-II"' positiven
dendritischen Zellen. Allerdings ist die MHC-II"-Expression in der Co-Kultur mit
direktem Zellkontakt mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 6,7 % geringer als
in der DZ-Monokultur. Der Unterschied zur Co-Kultur ohne direkten Zell-Zell-
Kontakt ist nicht signifikant. Die Zugabe von rekombinantem IL-10 zu
dendritischen Zellen bewirkte eine Verringerung der MHC-II"'" —Expression auf
E. coli mpk-stimulierten DZ. Dieser Effekt wird sichtbar durch Anti-IL-10-
Antikorper aufgehoben. Ohne rekombinantes IL-10 zeigt die Anti-IL-10-Gabe
allerdings keine signifikanten Unterschiede zu den E. coli mpk-Proben ohne

diesen Zusatz.
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Abbildung 11. Direkte B-Zell-DZ-Co-Kultur zeigt Tendenz zu Inhibition der MHC-II Expression auf DZ.
Knochenmarksgereifte dendritische Zellen (KGDZs) wurden aus dem Knochenmark von Wildtypméausen
isoliert und sieben Tage bei 37°C kultiviert. Dabei wurde mit GM-CSF eine Differenzierung zu immaturen
dendritischen Zellen bewirkt. AnschlieBend wurden sie in verschiedenen Ansétzen in neue Monokultur
oder in Co-Kultur mit schon 24 h stimulierten B-Zellen (ebenfalls Wildtyp) gegeben und mit Mock
(Negativkontrolle), B. vulgatus mpk und E. coli mpk bzw. E. colimpk + Anti-IL-10-Antikérper stimuliert
(MOI 1). Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, fixiert und einer Farbung mit Fluoreszenz-gekoppelten
Antikérpern unterzogen, bevor sie mittels Durchflusszytometrie analysiert wurden. F zeigt die
Versuchsanséatze schematisch (modifiziert aus Maerz et al., 2020).In A bis D ist die Verteilung MHC-II-
exprimierender Zellen beispielhaft anhand unterschiedlich-stimulierter Proben aus DZ-Monokulturen
aufgezeigt; Mittelwert und Standardabweichung sind angegeben. Die dendritischen Zellen wurden anhand
des Markers CD11c (CD = Cluster of Differentiation) identifiziert und dann weiter auf MHC-II, CD40, CD80
und CD86 untersucht. Die Mittelwerte der prozentualen Anteile der CD11c-positiven Zellen, die MHC-II
exprimieren sind in E nach Anséatzen getrennt dargestellt.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels T-Test oder Mann-Whitney-Test (wenn keine Normalverteilung
gegeben war). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb der biologischen Replikate (n =
4). ns = nicht signifikant

CD = Cluster of Differentiation, DZ = dendritische Zellen, FSC-A = Forward Scatter Area, FSC-H =
Forward Scatter Height, GM-CSF = Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, IL = Interleukin,
mAb = monoclonal antibody, MHC = Major Histocompatibility Complex, Mock = unbehandelte Kontrolle,
MOI = multiplicity of infection, MW = Mittelwert, rek. = rekombinant, SSC-A = Side Scatter Area
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In Abbildung 12 sind weitere Maturationsmarker aufgefuhrt. Das unter anderem
fur Zellaktivierung verantwortliche Protein CD40 aus der Familie der
Tumornekrosefaktor-Rezeptoren ist in E. coli mpk-stimulierten Zellkulturen
deutlich hochreguliert (vgl. Abbildung 12 A). Diese Beobachtung ist sogar noch
starker in allen E. coli mpk-stimulierten Proben mit Anti-IL-10-Antikorper
wiederzufinden. Die Zugabe von rekombinantem IL-10 vermindert die CD40-
Expression in E. coli mpk-stimulierten Proben deutlich gegeniber dem
Aquivalent ohne diesen Zusatz. Die indirekte Inkubation der dendritischen
Zellen mit vorstimulierten B-Zellen in Transwells zeigt eine signifikante
Reduktion der CD40-Expression auf unter 10 % gegeniuber der DZ-Monokultur
(ca. 21 %) sowie im Vergleich mit der direkten Co-Kultur in 12-Wells (20 %).

Dendritische Zellen unstimulierter Kulturen zeigen unabhéangig von der Co-
Kultur eine CD40-Expression von ca. 1 — 3 %. Auch die B. vulgatus mpk-

stimulierten Kulturen zeigen ahnliche Ergebnisse.

Die Auswertung der prozentualen Anteile fur dendritische Zellen mit CD80-
Expression zeigte in allen Aspekten ahnliche Tendenzen wie bei der CD40-
Expression. Allerdings lagen hier die Prozentrange insgesamt deutlich hdher als

bei der CD40-Expression.

Zur Beurteilung der CD86-Expression wurde die MFI herangezogen, da sich
innerhalb der positiven Population zwei Subpopulationen unterschiedlich hoher
Expression gebildet haben, zwischen deren Verteilung die MFI unterscheiden
kann. Unstimulierte und B. vulgatus mpk-stimulierte Kulturen verhalten sich
auch hier wie schon oben beschrieben und zeigen keine kulturabhéangigen
Unterschiede. Dafur vermindert sowohl die direkte Kultur mit E. coli mpk-
stimulierten B-Zellen als auch die indirekte Co-Kultur signifikant die CD86-

Expression auf dendritischen Zellen.

Prozentual war CD86 auf unstimulierten und B. vulgatus mpk-stimulierten DZ in
Monokultur im Mittel zu ca. 75 % exprimiert, wohingegen in E. coli mpk-Proben
ca. 90 % der DZ CD86 zeigten.
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Abbildung 12. Transwell-Co-Kultur E. coli mpk-stimulierter B-Zellen mit DZ inhibiert Expression von
Maturationsmarkern.

Knochenmarksgereifte dendritische Zellen (KGDZs) wurden aus dem Knochenmark von Wildtypméausen
isoliert und sieben Tage bei 37°C kultiviert. Dabei wurde mit GM-CSF eine Differenzierung zu immaturen
dendritischen Zellen bewirkt. AnschlieBend wurden sie in verschiedenen Ansétzen in neue Monokultur
oder in Co-Kultur mit schon 24 h stimulierten B-Zellen (ebenfalls Wildtyp) gegeben und mit Mock
(Negativkontrolle), B. vulgatus mpk und E. coli mpk bzw. E. colimpk + Anti-IL-10-Antikdrper stimuliert
(MOI 1). Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, fixiert und einer Farbung mit Fluoreszenz-gekoppelten
Antikdrpern unterzogen, bevor sie mittels Durchflusszytometrie analysiert wurden.Die Mittelwerte der
prozentualen Anteile der CD1lc-positiven Zellen, die CD40 exprimieren, sind im Diagramm A nach
Ansétzen getrennt dargestellt, diejenigen fir CD80 (PerCP-Cy 5.5) in B. C zeigt die mittlere Intensitat (=
MFI) der Fluoreszenz fur CD86 (PE-Cy 7).
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Die statistische Auswertung erfolgte mittels T-Test oder Mann-Whitney-Test (wenn keine Normalverteilung
gegeben war). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb der biologischen Replikate (n =
4). * p <= 0,05; ** p <= 0,01; *** p <= 0,001, **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant

CD = Cluster of Differentiation, DZ = dendritische Zellen, FSC-A = Forward Scatter Area, GM-CSF =
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, mAb = monoclonal antibody, Mock = unbehandelte
Kontrolle, MOI = multiplicity of infection, rek. = rekombinant
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Die Analyse der Uberstande der Zellkulturen — abgenommen unmittelbar vor
der Zellfixierung — mit der ELISA-Methode ergab die Konzentrationen der
Zytokine TNF-q, IL-18 und IL-10. In den jeweils 2 ml Medium befanden sich 5 x
10° B-Zellen und/oder 1 x 10° dendritische Zellen.

Unstimulierte und B. vulgatus mpk-stimulierte DZ sowie Monokulturen aus B-
Zellen (unabhangig vom Stimulus) produzieren keine nennenswerten TNF-a-
Mengen Uuber 100 pg/ml (Abbildung 13 A). Dagegen werden in der DZ-
Monokultur nach E. coli mpk-Stimulation ca. 1800 pg/ml TNF-a gemessen. Ist
zusatzlich noch Anti-IL-10 im Medium, werden sogar Konzentrationen von etwa
3600 pg/ml erreicht. Die TNF-a-Menge der E. coli mpk-stimulierten DZ-
Monokultur ist dabei statistisch signifikant groRer als nach E. coli mpk-
Stimulation der B-Zell/DZ-Co-Kultur mit direktem Zell-Zell-Kontakt (ca.
800 pg/ml). Dagegen besteht kein signifikanter Unterschied zum E. coli mpk-
Ansatz der indirekten B-Zell/DZ-Co-Kultur im Transwell (ca. 1500 pg/ml). Die
DZ-Monokultur mit rekombinantem Interleukin-10 zeigt stark verminderte TNF-
a-Konzentrationen (< 100 pg/ml), was auch durch Anti-IL-10-Gabe nur minimal

aufgehoben wird (ca. 500 pg/ml).

Genau gegenteilig verhalten sich die gemessenen Konzentrationen an IL-10 in
den Uberstanden (Abbildung 13 B). Sowohl B-Zellen als auch DZ produzieren
in Monokulturen nach Stimulation mit B. vulgatus mpk oder E. coli mpk IL-10-
Mengen zwischen 200 und 500 pg/ml. Das rekombinante IL-10 wird mit
Konzentrationen von 150 000 pg/ml gemessen und durch die Zugabe von Anti-
IL-10 auf unter 50 000 pg/ml gesenkt.

In den B-Zell/DZ-Co-Kulturen bewirkt die B. vulgatus mpk-Stimulation tberall IL-
10-Konzentrationen von etwa 500 pg/ml. Nach E. coli mpk-Stimulation werden
Werte von 2000 — 3000 pg/ml gemessen, die alle signifikant hoher sind als der
vergleichbare E. coli mpk-Ansatz in der DZ-Monokultur. Untereinander, also
zwischen direkter und indirekter Kultur (auch obere und untere Kammer),

bestehen keine signifikanten Konzentrationsunterschiede.

IL-18 wird ebenfalls nur in den B-Zell/DZ-Co-Kulturen und der DZ-Monokultur

nach E. coli mpk-Stimulation mit Konzentrationen von 280 pg/ml nachgewiesen.
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Wurden diese Ansatze zusatzlich mit Anti-IL-10 versetzt, ergeben sich Werte
zwischen 1000 und 1300 pg/ml. Allerdings zeigen sich keinerlei signifikante
Unterschiede zwischen diesen unterschiedlichen Kulturen. Alle B-Zell-

Monokulturen produzieren deutlich unter 100 pg/ml IL-1.
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Abbildung 13. Die direkte B-Zell/DZ-Co-Kultur schafft ein anti-inflammatorisches Mikromilieu.
Knochenmarksgereifte dendritische Zellen (KGDZs) wurden aus dem Knochenmark von Wildtypméausen
isoliert und sieben Tage bei 37°C kultiviert. Dabei wurde mit GM-CSF eine Differenzierung zu immaturen
dendritischen Zellen bewirkt. AnschlieBend wurden sie in verschiedenen Ansétzen in neue Monokultur
oder in Co-Kultur mit schon 24 h stimulierten B-Zellen (ebenfalls Wildtyp) gegeben und mit Mock
(Negativkontrolle), B. vulgatus mpk und E. coli mpk bzw. E. colimpk + Anti-IL-10-Antikérper stimuliert
(MOI 1). Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und der Uberstand bei -20°C weggefroren, bevor er mittels
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) untersucht wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte der
gemessenen Zytokinkonzentrationen des Tumornekrosefaktors a (TNF-a) in A und von Interleukin-10 (IL-
10) in B.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels T-Test oder Mann-Whitney-Test (wenn keine Normalverteilung
gegeben war). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb der biologischen Replikate (n =
4). * p <= 0,05; ** p <= 0,01; ** p <= 0,001; **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant

C = Konzentration, DZ = dendritische Zellen, GM-CSF = Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor, mAb = monoclonal antibody, Mock = unbehandelte Kontrolle, MOI = multiplicity of infection, rek. =
rekombinant
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3.5 Dreifachkultur mit B-/ T- und dendritischen Zellen

Als Kombination aus dem DZ-Maturationsversuch in Transwells und dem T-
Zell-Proliferationsassay wurde hier eine Dreifachkultur mit DZ, B- und T-Zellen
durchgefuhrt. Daftr wurden DZ Uber eine Woche aus dem Knochenmark von
Wildtyp-Mausen differenziert und naive B-Zellen aus der Milz isoliert. Am Tag
der B-Zell-lsolation wurden diese auch mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk
stimuliert, bevor sie am Folgetag mit ebenfalls stimulierten dendritischen Zellen
in Co-Kultur gebracht wurden. Am néchsten Tag erfolgte die Isolation naiver
CD4* T-Zellen aus OT-lI-Mausen und die teilweise CFSE-Markierung. Die
Dz/B-Zell-Co-Kultur wurde 4 h vor Zugabe der T-Zellen mit OVA-Peptid
inkubiert und anschlieBend mit frischem Medium versehen. Aul3erdem wurden
verschiedene Mono- und Doppelkulturen mit und ohne OVA bzw. CFSE als
Kontrollen zur Dreifachkultur angelegt. Analysiert wurden die Zellen mittels

Durchflusszytometrie und der Kulturiberstand mittels ELISA.

Die durchflusszytometrischen Ergebnisse der B-Zell-Farbung zeigten keinen
signifikanten Unterschied zwischen der B-Zell-Monokultur und dem Aquivalent
mit OVA. In beiden Kulturen konnten nach E. coli mpk-Stimulation 7 %
regulatorische B10-Zellen (von allen CD19* Zellen) nachgewiesen werden und
damit signifikant mehr als ohne Stimulation bzw. nach B. vulgatus mpk-

Stimulation.

3.5.1 Bregs machen den Unterschied: Inhibition der Maturation
dendritischer Zellen in der Dreifachkultur

Alle in Abbildung 14 dargestellten Proben wurden mit OVA inkubiert. Der

Vergleich zu einer DZ-Monokultur ohne die OVA-Zugabe zeigte keine

signifikanten Unterschiede.

Deutlich erkennbar exprimieren in der DZ-Monokultur vor allem die E. coli mpk-
stimulierten dendritischen Zellen die Maturationsmarker MHC-II" (ca. 70 %),
CDA40 (ca. 82 %), CD80 (ca. 95 %) und CD86 (ca. 95 %). B. vulgatus mpk zeigt

dagegen keinen Unterschied gegenuber unstimulierten Proben.

Die Rate an MHC-II"-exprimierenden DZ ist in der DZzZ/T-Zell-Co-Kultur

insgesamt deutlich erhéht — vor allem unstimulierte und B. vulgatus mpk
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stimulierte Proben haben ihren Anteil gegeniiber der DZ-Monokultur verdoppelt
— wobei die E. coli mpk-stimulierte Probe keinen signifikanten Unterschied zur
DZ/T-B. vulgatus mpk-Stimulation und zur DZ-E. coli mpk-Stimulation zeigt. In
der Dreifachkultur allerdings ist der Anteil an dendritischen Zellen mit MHC-I1"-
Expression signifikant niedriger als in der DZ-Monokultur oder der DZ/T-Zell-
Co-Kultur sowie im Vergleich mit der B. vulgatus mpk-simulierten Probe. Dafur
zeigt die B. vulgatus mpk-Stimulation in der Dreifachkultur die héchste

Expression an MHC-II" mit rund 70 % der Zellen.

Sehr &ahnliche Ergebnisse zeigen auch die drei anderen Marker, wobei die
CD86-Expression schon unstimuliert und B. vulgatus mpk-stimuliert in der DZ-
Monokultur mit rund 70 % relativ hoch ist. AuRerdem sind die hohere CD40-
und CD80-Expression der E. coli mpk-stimulierten DZ in der DZ/T-Co-Kultur
signifikant gegentiber der B. vulgatus mpk-Stimulation unter gleichen

Bedingungen.

Wie oben schon erwéhnt ist der Anteil CD86 exprimierender dendritischer
Zellen in allen Ansatzen sehr hoch und bei der E. coli mpk-stimulierten
Monokultur nahe 100 %. Dieser Wert ist signifikant hoher als das ebenfalls

E. coli mpk-stimulierte Aquivalent in der DZ/T-Co-Kultur.
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Abbildung 14. Breg in der Dreifachkultur inhibieren die DZ-Maturation.

Immature DZ wurden aus dem Knochenmark von Wildtyp-Mé&usen differenziert und in Co-Kultur mit 24 h
vorstimulierten Wildtyp-B-Zellen gebracht, bevor eine erneute Stimulation (MOl 1) erfolgte. Nach
vierstiindiger Inkubation mit OVA wurden CD4* naive OT-II-T-Zellen zur Co-Kultur gegeben und fur 72 h
kultiviert. Die Abbildung zeigt in A-D den prozentualen Anteil an dendritischen Zellen (DZ), die den
jeweiligen Maturationsmarker exprimieren.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels T-Test oder Mann-Whitney-Test (wenn keine Normalverteilung
gegeben war). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb der biologischen Replikate (n =
4). * p <= 0,05; ** p <= 0,01; ** p <= 0,001, **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant

B = B-Zellen, CD = Cluster of Differentiation, DZ = dendritische Zellen, MHC = Major Histocompatibility
Complex, Mock = unbehandelte Kontrolle, MOI = multiplicity of infection, T = T-Zellen
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3.5.2 Ergebnisse der T-Zell-Analyse

Bei der T-Zell-Analyse wurde in Proliferations- und Polarisationsanalyse
unterschieden. Fur Erstere wurde wie schon im T-Zell-Proliferationsassay
CFSE als intrazellulare Markersubstanz verwendet, die bei jeder Zellteilung
gleichmaRig verteilt wird und daher bezogen auf die einzelne Zelle
kontinuierlich abnimmt. Fir die Proliferationsanalyse wurden ausschlieflich
CFSE-markierte T-Zellen eingesetzt. Alle anderen Zellkulturen enthielten T-

Zellen ohne CFSE-Markierung.

Aus den durchflusszytometrischen Ergebnissen der Proliferationsfarbung
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Einfach-,
Zweifach- und Dreifachkulturen. In den CFSE-Histogrammen der FlowJo-
Software sind oftmals zwei kleine Peaks erkennbar, die auf eine beginnende
Proliferation hindeuten, allerdings ist auch die Mittelwert-Analyse nicht

signifikant.

Dagegen konnen bei den T-Zell-Phanotypen folgende Tendenzen
nachgewiesen werden: In der B-Zell/T-Zell-Co-Kultur gibt es zwar signifikant
mehr Thl-Zellen VB* CD4* IFN-y* in E. coli mpk-stimulierten Proben als nach
fehlender oder B. vulgatus mpk-Stimulation, allerdings ist dieser prozentuale
Anteil gegenliber der Ausgangspopulation in T-Zell-Monokulturen nicht
signifikant verandert (Abbildung 15 A). In der E. coli mpk-stimulierten DZ/T-Zell-
Co-Kultur macht die Population der Thl-Zellen ca. 45 % aus, was signifikant
mehr als im B. vulgatus mpk-stimulierten Ansatz (< 20 %) oder als im
E. coli mpk-Ansatz (ca. 18 %) der B-Zell/T-Zell-Co-Kultur ist. In der
Dreifachkultur zeigt der B. vulgatus mpk-stimulierte Ansatz mit 40 % den
hochsten Thl-Anteil, wohingegen nach E. coli mpk-Stimulation mit ca. 36 %
signifikant weniger Thl-Zellen vorliegen. Auch die Thl-Abnahme dieser Probe

gegenuber der DZ/T-Zell-E. coli mpk-Probe ist signifikant.

Beim Vergleich der Th2-Populationen (VB* CD4* IL4") innerhalb der
unterschiedlichen Co-Kulturen ergibt sich ein gegenteiliger Trend (Abbildung
15 B): In der B-Zell/T-Zell-Co-Kultur bewirkt die E. coli mpk-Stimulation eine

signifikant geringere Menge an Th2-Zellen gegenuber der unstimulierten T-Zell-
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Monokultur und der unstimulierten B-Zell/T-Zell-Co-Kultur. In der DZ/T-Zell-Co-
Kultur sind die Th2-Zellen mit ca. 1,2 % nach E. coli mpk-Stimulation am
starksten ausgepragt und signifikant hoher als nach B. vulgatus mpk-
Stimulation oder E. coli mpk-Stimulation in der B-Zell/T-Zell-Co-Kultur. Die
Dreifachkultur zeigt ahnliche Werte wie die DZ/T-Zell-Co-Kultur, wobei die
E. coli mpk-stimulierte Probe nur signifikant héher als E. coli mpk-Th2-Zellen in
der B-Zell/T-Zell-Co-Kultur, nicht aber héher als in der DZ/T-Zell-Co-Kultur ist.
Allerdings mussen die Prozentzahlen hier in Anbetracht ihrer Grol3e bei der

Interpretation vorsichtig verwendet werden.
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Abbildung 15. E. coli mpk-stimulierte B-Zellen wirken dem Thl-férdendem Einfluss der E. coli mpk-
stimulierten DZ entgegen.

Immature DZ wurden aus dem Knochenmark von Wildtyp-Mausen differenziert und in Co-Kultur mit 24 h
vorstimulierten Wildtyp-B-Zellen gebracht, bevor eine erneute Stimulation (MOl 1) erfolgte. Nach
vierstindiger Inkubation mit OVA wurden CD4* naive OT-II-T-Zellen zur Co-Kultur gegeben und fur 72 h
kultiviert. Die Abbildung zeigt in A den Anteil an T-Zellen mit dem Th1-Ph&anotyp (VB* CD4* IFN-y*) und in
B den Anteil mit dem Th2-Phanotyp (VB* CD4* IL4%).

Die statistische Auswertung erfolgte mittels T-Test oder Mann-Whitney-Test (wenn keine Normalverteilung
gegeben war). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb der biologischen Replikate (n =
4). * p <= 0,05; ** p <= 0,01, ** p <= 0,001; **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant

B = B-Zellen, CD = Cluster of Differentiation, DZ = dendritische Zellen, MHC = Major Histocompatibility
Complex, Mock = unbehandelte Kontrolle, MOI = multiplicity of infection, T = T-Zellen
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3.5.3 E. coli mpk induziert auch in der Dreifachkultur B-Zell-abhangiges
IL-10

Nach der Inkubation der B-Zell-DZ-Co-Kultur mit OVA-Peptid wurde der
Uberstand nach Zentrifugation abgenommen, um eine unspezifische
Aktivierung der OT-II-T-Zellen durch gelostes OVA zu verhindern. Damit
wurden auch die bis dahin gebildeten Zytokine entfernt und notwendigerweise
durch frisches Medium ersetzt. Das ab diesem Zeitpunkt fir 72h um die Zellen
herum verbleibende Medium wurde mit einem ELISA auf die IL-10-
Konzentration hin untersucht (Abbildung 16). Dabei befanden sich in 200 pl
Medium 5 x 10° B-Zellen und/oder 1 x 10° DZ und/oder 2 x 10° T-Zellen.

Nennenswerte IL-10-Konzentrationen tber 200 pg/ml werden ausschlief3lich in
Kulturen mit B-Zellen gemessen. Dabei macht es keinen signifikanten
Unterschied, ob noch zusatzliche Substanzen wie OVA oder CFSE zugegeben
wurden. Die B-Zell-Monokulturen produzieren nach E. coli mpk-Stimulation
etwa 2500 pg/ml IL-10, was signifikant mehr ist als nach B. vulgatus mpk-

Stimulation mit etwa 1000 pg/ml.

AuBerdem ist diese Menge signifikant geringer als nach E. coli mpk-Stimulation
in der B-Zell/T-Zell-Co-Kultur (ca. 15000 pg/ml) und signifikant weniger als nach
E. coli mpk-Stimulation in der Dreifachkultur (ca. 500 pg/ml).
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Abbildung 16. Interleukin-10 bestimmt das Mikromilieu der Zellkulturen.

Immature DZ wurden aus dem Knochenmark von Wildtyp-M&usen differenziert und in Co-Kultur mit 24 h
vorstimulierten Wildtyp-B-Zellen gebracht, bevor eine erneute Stimulation (MOI 1) erfolgte. Nach
vierstiindiger Inkubation mit OVA wurde der Uberstand abgenommen und es wurden CD4* naive OT-II-T-
Zellen zur Co-Kultur gegeben und fur 72 h kultiviert. Vor Fixierung der Zellen wurde der
Zellkulturiberstand gesammelt und bei -20°C weggefroren. Daraufhin erfolgte eine Analyse mittels
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Die Abbildung zeigt die Konzentration des Zytokins
Interleukin-10 (IL-10), wie sie am Ende der 72 h Co-Kultur im Medium der Zellen vorlag.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels T-Test oder Mann-Whitney-Test (wenn keine Normalverteilung
gegeben war). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung innerhalb der biologischen Replikate (n =
4). * p <= 0,05; ** p <= 0,01; ** p <= 0,001; **** p <= 0,0001, ns = nicht signifikant

B = B-Zellen, DZ = dendritische Zellen, IL = Interleukin, Mock = unbehandelte Kontrolle, MOI = multiplicity
of infection, Ova = OVA-Peptid, T = T-Zellen
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3.6 Kontaktaufnahme zwischen B-Zellen und dendritischen Zellen

In diesem Teil der Arbeit soll die in den vorherigen Versuchen gemessene
Interaktion zwischen den bisher verwendeten Zelltypen im
Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden. Ziel war es, die Zellen in einer B-
Zell-DZ-Co-Kultur anhand unterschiedlicher Oberflachenmarker in
verschiedenen Farben eindeutig identifizierbar zu machen und Zell-Zell-

Kontakte sichtbar zu machen.

Die grote Einschrankung bei der Wahl der Sekundarantikbrper war die
begrenzte Zahl detektierbarer Farben und deren Verfligbarkeit in der
gewunschten Reaktivitat. Mit der blauen DAPI-Farbung wurden Zellkerne
gefarbt, wahrend rot der Aktinfarbung mit Phalloidin vorbehalten war. Die
Verwendung eines grinen Cy2-Antikorpers, der gegen einen spezifischen
CD19-Primarantikérper gerichtet war, sollte die B-Zell-Membran sichtbar
machen. Nach Etablierung eines Kultur- und Farbeprotokolls gelang es, beide
Zelltypen auf einem Coverslip zu fixieren und zu farben. DAPI und Phalloidin
zeigten im konfokalen Fluoreszenzmikroskop sehr gute Signale. Dadurch
konnten besonders die Dendriten unstimulierter DZ deutlich dargestellt werden.
Mit E. coli mpk-stimulierte DZ zeigten eine etwas starker kugelférmige
Morphologie.

Die Farbung der B-Zell-Monokultur zeigte, dass auch Suspensionszellen mit
den in Abschnitt 2.2.8 beschriebenen Methoden zwar in geringer Anzahl, aber
doch gut auffindbar auf Coverslips gebracht werden konnten. Allerdings war
hier nur die DAPI-Farbung erfolgreich, da die Cy2-Fluoreszenz von Anfang an
sehr schwach war und innerhalb weniger Sekunden verblasste. In Kombination

mit den anderen Fluoreszenzen wurde das Griin komplett Gberstrahilt.
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Abbildung 17. B-Zellen im Fluoreszenzmikroskop.

Die Abbildungen zeigen 48 h mit E. coli stimulierte und nach der PFA-Fixierung gefarbte B-Zellen im
konfokalen Fluoreszenzmikroskop. Die Zellkerne in A leuchten intensiv blau, wahrend die grune
Fluoreszenz CD19 auf der B-Zell-Membran markiert. In B ist ein anderes Praparat mit gleicher Behandlung
gezeigt, in dem nur die schwache Cy2-Fluoreszenz aufgenommen wurde.

Der rote Balken ist der Maf3stab fir 20 pm.

Dendritische
Zelle

Abbildung 18. B-Zell-DZ-Co-Kultur.

Dendritische Zellen wurden aus sieben Tage kultivierten KGDZs differenziert, 24 h unstimuliert auf einem
Coverslip kultiviert und anschlielRend fur einen Tag mit 48 h - E. coli mpk-stimulierten B-Zellen inkubiert.
Nach kurzem Antrocknen und Fixierung mit 4%igem PFA wurden die Zellen mit 1ug/ml DAPI, Phalloidin
TRITC (1:500) und CD19 Primérantikbrper sowie Cy2-Sekundarantikdrper (beide 1:100) geféarbt. Zur
Permeabilisierung fur die Phalloidinfarbung wurde 0,2%ige Triton-X-100-Lésung verwendet.

In A sind einige dendritische Zellen mit vielen Auslaufern zu sehen, die durch das Phalloidin rot gefarbt
sind. Die Zellkerne aller Zellen sind mit DAPI blau geférbt. Die griine Cy2-Fluoreszenz war hier nicht stark
genug, daher lasst sich die einzige B-Zelle in diesem Bild nur anhand morphologischer Kriterien, wie dem
Kern-Plasma-Verhdltnis identifizieren.

In B ist eine andere Stelle aus dem gleichen Praparat dargestellt, in der aber nur das TRITC-Signal der
Phalloidin-Farbung aufgenommen wurde. Zellkerne erscheinen hier weniger stark gefarbt.

Die roten Markierungen stellen einen MalRstab von 20 pm dar.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung

Mit dieser In-vitro-Studie wurde ein neuer Ansatz der Immunhomaoostase durch
das Mikrobiom evaluiert. Dabei wurden mit Methoden der Zellkultur muriner
dendritischer Zellen, B- und T-Zellen und der Durchflusszytometrie die
unterschiedlichen Fahigkeiten von Symbionten und Pathobionten untersucht,
regulatorische B-Zellen als Mediatoren zur Erzeugung von Toleranz zu

induzieren.

Dabei konnte gezeigt werden, dass E. coli mpk-die Bildung unterschiedlicher
Typen von Bregs und auch eine gesteigerte Expression regulatorischer
Oberflachenmarker induziert. In E. coli mpk-stimulierten Proben verschiedener
Immunzell-Co-Kulturen wurden verminderte Proliferationsraten bei T-Zellen und
gehemmte Maturationsprozesse bei dendritischen Zellen nachgewiesen.
Zuséatzlich waren phéanotypische Veranderungen zu beobachten. Auch das
Zytokinprofil der Immunzellen wurde durch die E. coli mpk-induzierte
Aktivierung von Bregs VOom pro-inflammatorischen Botenstoff TNF-a zum anti-

inflammatorischen IL-10 und dem ambivalenten IL-6 verandert.

Mit dem experimentellen Konzept der Dreifachkultur konnte erstmalig gezeigt
werden, dass E. coli mpk-induzierte Bregs auch in der wechselwirkenden
Interaktion sowohl mit T-Zellen als auch DZ ihre regulatorischen Eigenschaften
zur Toleranzerzeugung einsetzen kénnen. Damit kommt dieses Experiment der

multifaktoriellen und interzelluldr-vernetzten Situation in vivo am nachsten.

92



4.2 Diskussion der Ergebnisse und Methoden

4.2.1 Der Pathobiont E. coli mpk induziert regulatorische B-Zell-Subtypen
Eine wichtige Voraussetzung fur diesen Versuch war der Nachweis, dass
verschiedene  B-Zell-Subtypen  existieren, die  immunmodulatorische
Eigenschaften besitzen und somit in die Gruppe der Bregs fallen. In dieser Arbeit
besonders herausgegriffen wurden die B10-Zellen (CD1d* CD5"), wie sie von
Yanaba et al. (2008) beschrieben wurden, da diese Zellen die
Hauptproduzenten des wichtigsten anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 sind.
AulRerdem wurden Induktion und Entwicklung der transitional 2 marginal-zone
precursor-Zellen (T2-MZP; CD21* CD23* CD24") untersucht, die in Arbeiten
von Evans et al. (2007) inhibitorische Effekte auf die T-Zell-Aktivierung zeigten
und im Mausmodel Arthritissymptome verminderten. Die genannten
Oberflachenmarker sind dabei nicht nur zur ldentifikation der verschiedenen
Phanotypen relevant, sondern vermitteln bei Zell-Zell-Kontakt jeweils eine
spezifische Wirkung. Die unterschiedlichen Effekte interagieren und addieren
sich schlie8lich zu einer Gesamtwirkung, die die regulatorische B-Zelle auf
ihren Kontaktpartner ausibt. Diese Prozesse sind aber eher als passive Effekte

aufzufassen denn als aktive Interaktionen (Maerz et al., 2020).

Kommt nun eine naive B-Zelle mit dem Pathobionten E. coli mpk in Kontakt,
wird die Immunzelle aktiviert und differenziert zu einem reifen Phanotyp.
Beobachtet wurden die reaktive Entstehung von den Breg-Subtypen B10-Zellen,
M2-MPZ und Tim-1*-B-Zellen sowie die Hochregulation verschiedenster
regulatorischer Molekile wie PD-1-L, FasL, CD73, Ebi3 und GitrL (Abbildung
19). AulRerdem wurde eine stark erhdhte IL-10-Produktion und z. T. auch IL-6-
Sekretion nachgewiesen.

Ein anderer wichtiger Faktor fur Dauer und Starke der Immunreaktion ist die
Lebenszeit der Leukozyten. Die Uberlebenskurve der in dieser Arbeit
untersuchten B-Zellen (vgl. Abschnitt 3.1.1) zeigt deutlich, dass die Bakterien
unterschiedlich starken Einfluss auf die Proliferations-Signalwege der B-Zellen
nehmen (Maerz et al., 2020). Dabei wirkt die B. vulgatus mpk-Stimulation

weniger stark proliferativ als die E. coli mpk-Stimulation. Dass die TLR2/4-
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Knockoutzellen unabhangig vom Stimulus genauso schnell absterben wie die
unbehandelten WT-B-Zellen zeigt, dass diese beiden Rezeptoren fur den
Kontakt zwischen Bakterien und Lymphozyten elementar sind. Vor einigen
Jahren kamen Lampropoulou et al. (2008) zu dem gleichen Ergebnis: Auch bei
ihnen konnten TLR2/47- -B-Zellen im Gegensatz zu Wildtyp-B-Zellen nicht vom
Mycobacterium tuberculosis zur IL-10-Produktion aktiviert werden. Die daraus
resultierende geringere T-Zell-Suppression fuhrte schlieBlich zu einer
Verschlimmerung der EAE. Die Mitglieder der Familie der Toll-like-Rezeptoren
(TLR) sind allesamt Transmembranproteine, die auf Zellen des angeborenen
und erworbenen Immunsystems vorkommen. Bei Aktivierung dieses
Rezeptortyps werden intrazellulare Signalkaskaden (mitogen-activated protein
(MAP) kinase; NF-kB) in Gang gesetzt, die letztendlich bestimmte Gene
aktivieren und so bspw. die MHC-Expression oder Sekretion verschiedener
Zytokine erhdhen (Moresco et al., 2011). Zusatzlich scheint die Stimulation des
TLR4-Rezeptors in den Uberlebens- und Proliferationssignalweg der B-Zellen
einzugreifen, wie sowohl unsere Daten als auch die von Schweighoffer et al.
(2017) bestatigen. Wie Takeuchi et al. (1999) bei Mausen zeigen konnten, ist
der Toll-like-Rezeptor 2 dagegen vor allem fur die Erkennung Gram-positiver
Bakterien Uber Strukturen wie Peptidoglykane zustandig, wohingegen der Toll-
like-Rezeptor 4 bakterielle Zellwandbestandteile wie Lipopolysaccharide (LPS)
direkt bindet. Dass die beiden Gram-negativen Erreger B. vulgatus mpk und
E. coli mpk SO unterschiedliche Effekte hervorrufen, impliziert
Strukturunterschiede im Lipopolysaccharid-Molekdl, die sich im anschliel3enden
Signalweg niederschlagen. Schon frih zeigten Hashimoto et al. (2002), dass
B. vulgatus eine Lipid A-Struktur aus vier Fettsduren und ein einfach
phosphoryliertes GlcN2-Ruckgrat hat. E. coli dagegen besitzt sechs Fettsauren
in einem insgesamt zweifach phosphoryliertem Lipid A. Laut dem Review von
Erridge et al. (2002) sind besonders die Lange und Anzahl der Fettsaureketten
sowie die negativen Ladungen an ganz bestimmten Stellen, die durch die
Phosphate resultieren, verantwortlich fur die Starke der Endotoxizitat des LPS
(Steimle et al., 2019).
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Trotz der unterschiedlichen Affinitaten der Bakterienstrukturen zu den Toll-like-
Rezeptoren kann trotzdem auch eine Dosisabhangigkeit der Effekte beobachtet
werden. So ware es zwar moglich, dass B. vulgatus mpk-Bakterien in sehr
hoher Konzentration den gleichen Effekt wie eine geringe Dosis E. coli mpk
hervorrufen konnten. Allerdings entsprache diese Situation in vivo keinem

physiologischen Zustand.

Die TLR2/4-Abhangigkeit der Lymphozytenstimulation durch Bakterien kdnnte
zukinftig durch  weitere  Folgeexperimente Uberprift werden. Die
Lymphozytenstimulation muisste hierbei mit mehreren neuen Ansatzen
durchgefuhrt werden: Inkubation isolierter LPS-Strukturen von E. coli mpk mit
(1) Wildtyp B-Zellen, (Il.) TLR2”7 B-Zellen (lll.) TLR4’ B-Zellen und (IV.)
TLR2/47- B-Zellen. Gleiches gilt fur B vulgatus mpk. Aus dem direkten Vergleich
zwischen den Ansatzen lieRBen sich die Anteile der Rezeptoren am Effekt
ablesen. Eine ahnliche Herangehensweise findet sich bei Maerz et al. (2018)

mit dendritischen Zellen.

Auler Uber TLR2 und TLR4 kdnnen B-Zellen auch Gber andere Rezeptoren,
wie bspw. TLR5, Bakterienbestandteile detektieren. TLR5 erkennt bakterielles
Flagellin, welches auch von E. coli, nicht aber von B. vulgatus exprimiert wird
(vgl. Hayashi et al., 2001, Wang et al., 2003). Fur die Elimination autoreaktiver
B-Zellen und die Erhaltung der Immunhomd@ostase u. a. durch IL-10-Produktion
bei Patienten mit der Autoimmunerkrankung Systemischer Lupus
Erythematodes (SLE) konnten Gies et al. (2018) eine entscheidende Rolle von
TLR9 belegen. Dieser Rezeptor wird durch CpG-Sequenzen doppelstrangiger
DNA aktiviert, wie sie auch in E.coli und B. vulgatus vorkommen. SLE-
Patienten bilden Antikbrper gegen diese Genfragmente, was zu einer
verminderten Aktivierung von TLR9 und damit zur reduzierten Immuntoleranz
fuhrt. Trotzdem lie3 sich in den nur fur TLR2 und TLR4 gentechnisch
veranderten Zellen, und daher TLR5/9-wildtypischen Zellen, kein Unterschied
zur unstimulierten Kontrolle feststellen. Mdglich ist daher auch eine Interaktion
der verschiedenen TLR-Signalwege, die durch die TLR2/4-Knockouts gestort

wurde.
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Lemoine et al. (2009) postulieren in ihrer Arbeit, dass ausschlief3lich
Signalwege uber den B-Zell-Rezeptor, CD40 oder TLR9 zu einer Entwicklung
von Bregs flihren kénnen. Unsere Ergebnisse widersprechen dem deutlich, da
die Expression von TLR2/4 zu signifikanten Unterschieden gegenuiber den
Knockouts fuhrt. In den Wildtypzellen 16st E. coli mpk ein starkes Signal aus: die
B-Zellen Uberleben deutlich langer (vgl. Abbildung 3), differenzieren zu
verschiedenen Breg-Subtypen (vgl. Abbildung 4) und produzieren IL-6 und IL-10
(vgl. Abbildung 6). Dagegen geschieht in den Knockout-Zellen nahezu nichts:
Proliferation und Differenzierung entsprechen unabhangig vom bakteriellen
Stimulus dem der unstimulierten Wildtyp-Proben. Auch Yanaba et al. (2008)
nutzten LPS, um in Kultur B-Zellen zu IL-10-produzierenden Bregs 2zZU
differenzieren. Offenbar gibt es aber auch Unterschiede darin, welche Subtypen
IL-10-produzierender B-Zellen entstehen. Blair et al. (2009) zeigten, dass LPS,
CpG und CDA40-Ligation zwar alle die Entstehung IL-10-produzierender B-
Zellen forderten, dass aber durch CD40-Ligation besonders grol3e Populationen

an transitional 2 Bregs entstanden.

Diese Beobachtung entspricht ganz der Hypothese, dass Pathobionten, um
Toleranz zu erzeugen, ihrer eigenen Immunogenitdt durch Induktion von
Gegenregulationsmechanismen entgegenwirken missen. Dass der Anteil der
meisten regulatorischen Marker nach 72 h wieder etwas sinkt, kann daran
liegen, dass nach dieser Zeit in Kultur doch zunehmend Zellen absterben und
diese toten Zellen eher eine Aktivierung der B-Zellen in pro-inflammatorischer
Richtung bewirken (Zelltrimmer induzieren Entzindung). Eine weitere
Erklarung koénnte sein, dass die Zahl stimulationsfahiger Bakterien (und damit
die MOI) nach dieser Zeit zu gering ist. Um diese Vermutung zu testen, kénnte
ein ahnliches Experiment durchgefuhrt werden, bei dem regelmalig frische
Bakterien zugegeben werden, die in der Lage sind, die neu entstandenen B-

Zellen zu stimulieren.

Die Stimulation von naiven B-Zellen mit B. vulgatus mpk und E. coli mpk konnte
die Ergebnisse bisheriger Arbeiten, dass Bregs Sich vor allem durch die starke

Produktion von IL-10 auszeichnen, reproduzieren. Proben, die laut
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Durchflusszytometrie nachweislich grof3e Populationen an regulatorischen B-
Zellen haben, zeigen im ELISA auch signifikant erhéhte Konzentration an IL-10.
IL-10 ist das prominenteste anti-inflammatorische Molekil, das von den meisten
immunregulatorisch wirksamen Zellen produziert wird. Dazu gehdren Bregs,
Tregs, aber auch Monozyten, dendritische Zellen, NK-Zellen und Makrophagen
(Akdis et al., 2016).

Der heterodimere IL-10R1/IL-10R2-Rezeptorkomplex (IL-10R) aus der Familie
der Interferon-Rezeptoren, wird auf verschiedenen Zelltypen exprimiert,
darunter DZ, T- und B-Zellen. Dort wird bei IL-10-Bindung eine Kaskade der
signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1) Proteine und vieler
anderer in Gang gesetzt, die schlussendlich pro-inflammatorische
Zytokinproduktion inhibieren, Aktivierungszustande modulieren und T-Zellen
supprimieren (vgl. Verma et al., 2016, Couper et al., 2008). Dass in dieser
Arbeit auch die Expression des IL-10R auf B-Zellen selbst untersucht wurde,
die die Hauptproduzenten von IL-10 sind, beruht auf den Ergebnissen von
Heine et al. (2014), die zusatzlich zum parakrinen auch einen autokrinen Effekt
von B-Zell-eigenem IL-10 auf die Differenzierung menschlicher B-Zellen
zeigten. Die hier erbrachten Ergebnisse gehen dabei sogar noch einen Schritt
weiter in Richtung der Grundhypothese, da hier gezeigt werden konnte, dass IL-
10R auf 20 % aller E. coli mpk-stimulierten B-Zellen vorhanden ist. Zusatzlich
bringen die Daten den Nachweis, dass diese Tatsache von der Art der
Stimulation stark abhangig ist und eine B. vulgatus mpk- oder ganzlich fehlende
Stimulation nur zu einer IL-10R-Expression auf rund 10 % der B-Zellen fihrt.
Diese gegenseitige Regulation der Immunzellen durch IL-10 wird entscheidend
durch den Zeitpunkt, die Konzentration und die genaue Lokalisation der IL-10-
Ausschittung beeinflusst. Damit ist es wahrscheinlich, dass das Ausmald der
Entziindungsreaktion (hier durch den Unterschied von Symbiont und Pathobiont

ausgeldst) die Starke der IL-10-Anwort bestimmt (Couper et al., 2008).

Gibt es einen Defekt im komplexen System der IL-10-Regulation, kann eine in
Gang gesetzte Immunantwort deutlich schlechter limitiert bzw. wieder
abgeschaltet werden. Daraus kann eine hohere Anfalligkeit far

Autoimmunerkrankungen resultieren. Insbesondere von B-Zellen produziertes
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IL-10 scheint dabei von grof3ter Wichtigkeit zu sein (vgl. Kalampokis et al.,
2013, Fillatreau et al., 2002). Chimare Versuchstiere mit IL-10-defizienten B-
Zellen zeigten einen schlechteren Krankheitsverlauf bei autoimmuner Arthritis
(Carter et al., 2011) oder experimenteller autoimmuner Enzephalitis (Bettelli et
al., 1998). Zahlreiche Experimente zeigen, dass ein Transfer von IL-10-
kompetenten B-Zellen in die IL-10-defizienten Versuchstiere den Verlauf der
Autoimmunprozesse durch eine anti-inflammatorische Wirkung gunstig
beeinflussen kann (vgl. Mauri et al., 2003, Matsushita et al., 2008). Umgekehrt
ermoglichte der Transfer IL-10-defizienter B-Zellen in autoimmun erkrankte
(Mawuri et al., 2003) oder transplantierte Tiere keine immun-dampfende Wirkung
und somit keine Toleranz gegeniber transplantierten Organen (Zhao et al.,
2010), wodurch die Autoren die zentrale Rolle von IL-10 bei der
Immunregulation bestatigt sehen. Die Gruppe um Ray et al. (2012) argumentiert
dagegen, dass IL-10 ausdricklich nicht notwendig sei, um eine
Autoimmunerkrankung zu lindern. In ihren Versuchen erzielte auch die
Ubertragung IL-10-defizienter B-Zellen eine Besserung, die durch Expression

von GitrL eine Treg-Proliferation induzierte.

Dass die Konzentrationen des pro-inflammatorischen Zytokins TNF-a in der
Umgebung der B-Zellen gering sind, unterstitzt die Hypothese, dass durch
E. coli mpk-Kontakt  keine  entztindungsférdernden  B-Zellen, sondern

vorwiegend Bregs €ntstehen.

Damit steht der Anstieg von IL-6 in E. coli mpk-stimulierten Kulturen scheinbar
im Widerspruch. Ahnliche Ergebnisse erhielten Barr et al. (2012): Auch hier
reagierten Marginalzonen-B-Zellen mit IL-6-Sekretion auf eine LPS-Stimulation.
Allerdings muss beachtet werden, dass die von B-Zellen produzierte IL-6-
Menge deutlich geringer ist, als es nach Stimulation dendritischer Zellen der
Fall ist. Ob das B-Zell-IL-6 hier mengenmalfig eine biologische Relevanz hat, ist

fraglich.

IL-6 ist Uberwiegend als pro-inflammatorisch bekannt, da es eine entscheidende
Rolle bei der Rekrutierung von T-Zellen an den Entziindungsort spielt und von

Curnow et al. (2004) auch als anti-apoptotischer Faktor fur T-Zellen identifiziert
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wurde (Scheller et al., 2011). Zusatzlich haben verschiedene Arbeiten gezeigt,
dass IL-6 die Differenzierung von naiven CD4*-T-Zellen, wie sie hier auch
verwendet wurden, zu Th2 und Th17-Zellen fordert und die Treg-Entstehung
unterbindet (vgl. Diehl and Rincon, 2002, Bettelli et al., 2006).

Allerdings wurden unterschiedliche Signalwege von IL-6-Rezeptoren entdeckt,
die zum Teil sogar gegensatzliche Wirkungen zu haben scheinen.
Beispielsweise werden Uber den selteneren membrangebundenen IL-6-
Rezeptor (classic-signaling) vor allem Regenerationsprozesse von
Epithelgewebe angeregt und positive Effekte auf Metabolismus und
Insulinresistenz vermittelt. Im Tierexperiment war IL-6 sogar in der Lage,
Influenza-induzierte Entzindungen und schwere Lungenschadigungen zu
mindern (Lauder et al., 2013). Die aktuelle Datenlage impliziert also eine
entscheidende Rolle fur IL-6 bei der Orchestrierung der Immunantwort sowohl
zu Beginn als auch beim Abklingen. In der Arbeit von Rosser et al. (2014)
zeigen die Autoren im Mausmodell, dass beide Zytokine IL-6 und IL-18 zur
Bildung von IL-10-produzierenden Bregs flhren. In Mausen, denen die
Rezeptoren fur diese Zytokine fehlten, war die Breg-Anzahl vermindert, sodass

es in diesen Tieren zu einer starkeren Auspragung der Arthritis kam.

Aber nicht nur die I6slichen Molekile sind Teil der Kommunikation zwischen
verschiedenen Zellen. Auch die Oberflachenmolekile nehmen bei direktem
Zell-Zell-Kontakt Einfluss auf Signalwege. Die Gruppe um van de Veen et al.
(2016) fasst den aktuellen Wissensstand zur Funktion der phanotypisch
relevanten Cluster of differentiation zusammen: CD1d auf der Breg-Oberflache
ist an der Lipidantigen-Prasentation beteiligt. CD5 und CD22 hemmen die durch
den B-Zell-Rezeptor ausgeloste Signalkaskade, die zur Aktivierung von
Effektor-B-Zellen fihrt. CD23 fungiert als Oberflachenrezeptor fur das an
Allergien beteiligte Immunglobulin E, weshalb CD23 auch als Ansatzstelle einer

Therapie fur allergische Rhinitiden diskutiert wird (Chen et al., 2018).

Die Haufigkeitsverteilung der beschriebenen Oberflachenmarkerkombinationen
lasst zudem weitere Schlisse zu: Dass die Addition der prozentualen Anteile
der B10- und der T2-MZP-Zellen zu einem Wert tber 100 % fihren, kénnte
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darauf zuriickzufiihren sein, dass es Uberschneidungen der beiden Phanotypen
gibt. Uberlappende Phanotypen beschrieb auch van de Veen et al. (2016).
Beispielsweise kénnten B10-Zellen zusatzlich CD21*, CD23* und CD24* sein
und umgekehrt ebenso. Das zeigt, dass die Einteilung der Bregs in Voneinander
zu unterscheidende Phanotypen eine kunstliche ist, die fur die Erforschung
spezieller Funktionen zwar notwendig ist, aber die Komplexitat und standig im

Umbau befindliche Zellbiologie nur bedingt abbilden kann.

Weitere als anti-inflammatorisch bekannte Oberflachenmarker wurden ebenfalls
untersucht. Hierbei wurde eine signifikant gesteigerte Expression nach

Pathobionten-Stimulation festgestellt:

Zu den untersuchten Molekulen gehort das T cell immunoglobulin and mucin
domain 1 (Tim-1), ein co-stimulatorisches Transmembranprotein u. a. auf T-
Zellen, das bei Menschen auch als zellularer Hepatitis-A-Virus-Rezeptor
bezeichnet wird (Kane, 2010).

Aravena et al. (2017) zeigten erst kirzlich, dass speziell die Population der TIM-
1 positiven Bregs bei Patienten mit der Autoimmunkrankheit Systemische
Sklerose vermindert ist und B-Zellen allgemein geringere Fahigkeiten zur CD4*
T-Zell-Suppression aufweisen. Diese Vermutung bestatigen sich insofern, als in
E. coli mpk-stimulierten Proben, die laut unseren Analysen signifikant mehr Breg
entwickeln, auch ein hdherer Anteil Tim-1* B-Zellen enthalten ist. Auf der
anderen Seite steht allerdings die Studie von Nozaki et al. (2014), die durch
eine Anti-Tim-1-Therapie die Lupus-assoziierte Nierenschadigung verringern
konnten. Auch Ma et al. (2011) beobachtete, dass Tim-1 auf aktivierten B-
Zellen die Proliferation, Differenzierung und Antikorperproduktion verstéarkte.
Tim-1 wird auf vielen unterschiedlichen Immunzellen exprimiert, darunter auch
aktivierte T-Zellen, auf denen sie Proliferation und Zytokinsekretion férdern und
periphere Toleranz unterbinden (Umetsu et al., 2005). Mittlerweile sind
unterschiedliche Forschungsgruppen zu dem Schluss gekommen, dass die
Bindung eines Tim-Liganden an Tim-1 auf T-Zellen deren Polarisation in
Richtung Th2 fdordert, wohingegen die Ligation von Tim-3 eher die Thl-
Immunantwort befeuert (vgl. Moss et al., 2004, Kuchroo et al., 2003, Mclntire et

al., 2001). Tim-1-Liganden werden konstitutiv auf B-Zellen exprimiert (Ma et al.,
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2011) und konnten daher fur die in Abschnitt O aufgezeigten Ergebnisse einer
leicht verstarkten Th2-Reaktion mit verantwortlich sein. Weitere mdgliche
Liganden sind TIM-4, die auf antigenprasentierenden Zellen exprimiert werden
(Meyers et al., 2005). Die Datenlage spricht also fur eine sehr heterogene Rolle
der Tim-Proteinfamilie im Immunsystem, mit Schwerpunkt auf co-

stimulatorischen Vorgangen bei der T-Zell-Differenzierung.

Das Ekto-Enzym CD73 zeigt ebenfalls eine verstarkte Expression auf
E. coli mpk-stimulierten B-Zellen. Obwohl hier nicht die Expression auf Bregs
gemessen wurde, sondern in der Gesamtpopulation der CD19* Zellen, kann
trotzdem davon ausgegangen werden, dass CD73 hier eine regulatorische
Funktion erfullt. Gemessen wurde das Enzym, weil Kaku et al. (2014)
nachwiesen, dass CD73 zu 30-50 % auf Bregs Vorkommt, in anderen B-Zell-
Populationen dagegen deutlich seltener exprimiert ist. AuRerdem zeigte die
Gruppe, dass die Adenosinproduktion des Komplexes aus CD73 und CD39
Colitis-assoziierte Entziindungen vermindern kann. Diese Effekte sind fur sich
selbst IL-10 unabhéangig, wobei aber die Expression von CD73 auf der
Oberflache parakrin und autokrin Uber IL-10 moduliert wird. Bezogen auf die
hier untersuchten Zusammenhange bedeutet das, dass E. coli mpk tber CD73
auf B-Zellen regulatorisch wirkt, aber hdchstwahrscheinlich erst durch
zusatzliches Einwirken von IL-10 aus Bregs effektiv an Einfluss gewinnt.
Ray et al. (2015) fassen in ihrem Review weitere IL-10 unabhé&ngige, Breg-
vermittelte Signalwege zusammen. Darunter die in Abschnitt 0 ebenfalls
analysierten Marker PD-1-L, FasL und Ebi3 (IL-35-Untereinheit). Danach wirken
sowohl PD-1-L als auch FasL uber den Apoptoseweqg: PD-1-L auf B-Zellen
reguliert die Entwicklung, Erhaltung und Funktion von Tregs (vgl. Bodhankar et
al., 2012, Francisco et al., 2009), wohingegen der Fas-Ligand durch Interaktion
mit dem Fas-Rezeptor bspw. pro-inflammatorische Immunzellen in den Tod
fuhren kann (Minagawa et al.,, 2004). Diese Eigenschaften bieten also die
biologische Erklarung, warum E. coli mpk-stimulierte B-Zellen durch die

vermehrte Expression dieser Proteine tolerogen wirken kénnen.

Das Epstein-Barr virus-induced gene 3 (Ebi3) zeigt eine prozentuale Haufigkeit

von ca. 17 % auf allen B-Zellen, die 48 h Kontakt zu E. coli mpk hatten und
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damit signifikant mehr als dies ohne Stimulation oder nur in B. vulgatus mpk-
stimulierten Proben der Fall war. Auch hier ist es wahrscheinlich, dass
E. colimpk dieses Molekul zur Toleranzentwicklung nutzt. Ebi3 kann
gemeinsam mit anderen Untereinheiten als Heterodimer entweder das
Interleukin-27 oder -35 formen, die beide Immunreaktionen herunterregulieren
konnen. Besonders IL-35 wird vorwiegend von Tregs und Bregs produziert. Bohme
et al. (2016) haben die zellularen Vorgénge dahinter weiter untersucht und
herausgefunden, dass Ebi3 die Immunantworten von Thl-, Th2- und Th17-
Zellen unterdriicken kann. Diese Erkenntnisse beruhen auf Beobachtungen
erhohter Mortalitat und Parasitamie von Ebi3-defizienten Mausen gegeniber
den Wildtypen bei Trypanosoma cruzi-Infektion. Der exakte Mechanismus ist
noch unklar. IL-35, eines der Endprodukte von Ebi3, scheint zudem, noch vor
IL-10, besonders in der T-Zell-vermittelten demyelinisierenden
Autoimmunerkrankung Experimentelle-Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) eine
entscheidende Rolle zu spielen (Shen et al., 2014). Allerdings ist Ebi3 ebenso
in der Lage, den pro-inflammatorischen, sog. trans-Signalweg, des IL-6 zu
verstarken und damit Endothelzellen zur Chemokinproduktion anzuregen
(Chehboun et al., 2017).

Wie von Ray et al. (2012) gezeigt wurde, besteht ein weiterer Mechanismus zur
Erzeugung von Toleranz und der Verhinderung von Autoimmunitat, wie der
EAE, in der Erhaltung von Tregs Uber die Expression des glucocorticoid-induced
TNFR ligand (Gitr-L). Dies passt sehr gut zu der Beobachtung, dass GitrL auf
Bregs durch E. coli mpk ebenfalls hochreguliert wird. Die exakte physiologische
Rolle der Gitr-L/Gitr-Interaktion auf Immunzellen ist noch nicht bis ins Detall
verstanden. Experimentellen Beobachtungen zufolge agiert der Rezeptor Gitr
co-stimulatorisch bei T-Zell-Rezeptor-Aktivierung. Dadurch wird die Proliferation
von Effektor-T-Zellen und regulatorischen T-Zellen gefordert. Auch van Olffen et
al. (2009) beobachteten bei Mausen, die Gitr-L konstitutiv auf B-Zellen
exprimierten, eine langere Resistenz gegen EAE durch Regulation der T-Zell-
Zahl, was die immunregulatorische Funktion dieser Molekile unterstiitzen

wirde.
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Dieses Experiment zeigt also deutlich, dass der Pathobiont E. coli mpk Uber
multiple Wege immundampfende Mechanismen in Gang setzen kann (vgl.
Abbildung 19).

Die prinzipielle Ubertragbarkeit der an murinen Lymphozyten gewonnenen
Ergebnisse auf das menschliche Immunsystem ist fur die meisten Studien und
Experimente gut moglich. Allerdings darf nicht auRer Acht gelassen werden,
dass auch hoch konservierte Strukturen wie die Toll-like-Rezeptoren kleineren
evolutionaren  Veranderungen unterliegen. Dies Dbetrifft  besonders
hochspezialisierte  Systeme wie die Immunhombostase. Genetische
Unterschiede und Veranderungen in der Art der Genregulation und
Transkription fur TLR2, TLR3 und TLR4 wurden von Rehli (2002) beschrieben,
allerdings bleibt die Frage, ob diese auch eine veranderte Funktion der
Rezeptoren zur Folge haben. Auch die basale Expression der Rezeptoren in
unterschiedlichen Geweben und Organen zeigt Spezies-abhangige

Unterschiede.

Dass regulatorische B-Zellen und hierbei insbesondere die B10-Zellen als
wichtigste  IL-10-Produzenten auch in  vivo  Entzindungs- und
Autoimmunprozesse entscheidend beeinflussen, wurde bereits in zahlreichen
Studien nachgewiesen. Matsushita et al. (2008) zeigten in B-Zell-depletierten
Wildtypméausen, dass allein der adoptive Transfer von IL-10-produzierenden
B10-Zellen eine Besserung der Autoimmunenzephalitis bewirkte. Wahrend
eines Autoimmungeschehens in B-Zell-gesunden Tieren proliferiert die Breg-
Subpopulation bis auf das Vierfache der urspriinglichen Anzahl (vgl. Anderson
and Bluestone, 2005, Yanaba et al., 2009, DiLillo et al., 2010).

Der wichtigste Breg-Subtyp, die B10-Zellen, wurde bereits beim Menschen
nachgewiesen. lwata et al. (2011) identifizierten humane B10-Zellen, die sich
besonders in der Subpopulation der CD24" CD27* Zellen fanden und die IL-10-
vermittelt immunmodulativ wirkten. Ahnlich wie in den Tierversuchen wurden
auch bei 91 Patienten mit verschiedensten Autoimmunerkrankungen signifikant
erhohte Blutspiegel von reifen B10-Zellen und B10-Vorlauferzellen gemessen
(Iwata et al., 2011).
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Die Datenlage zeigt also, dass ganz besonders B10-Zellen mit ihrem IL-10 eine
grol3e Relevanz fur Immunhomdostase und Autoimmunitat in Tier und Mensch

besitzen.
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4.2.2 Einfluss auf andere APZ: Bregs mindern Maturation dendritischer
Zellen
Dass Bregs durch Pathobiontenstimulation die ndétigen Kommunikationsmittel in
Form von Oberflachenmolekilen und Zytokinen entwickeln, um andere
antigenpréasentierende Zellen zu beeinflussen, wurde in Abschnitt 3.1 und 4.2.1
bereits erlautert. In weiteren Experimenten wurden nun die tatsachlichen
Effekte stimulierter B-Zellen auf die Maturation dendritischer Zellen untersucht.
Dabei wurde in zwei Ansatzen verglichen, welche Rolle eine rein indirekte
Zellkommunikation mittels l0slicher Stoffe gegeniber direktem Zellkontakt
einnimmt. Die Ausgangshypothese war, dass E. coli mpk-induzierte Bregs die
Maturation dendritischer Zellen hemmen kénnte und dabei sowohl Zytokine als

auch direkten Zell-Zell-Kontakt bendtigte.

Frick et al. (2006) zeigten, dass die DZ-Maturation durch direkte E. coli mpk-
Stimulation starker vorangetrieben wird als durch direkte B. vulgatus mpk-
Stimulation, die die dendritischen Zellen nur zu einem semi-maturen Status
aktivierte. Welchen Einfluss nun die Co-Kultur mit Bregs auf diesen Prozess hat,

wollten wir im vorliegenden Versuch herausfinden.

Zuallererst ergibt sich aus den Ergebnissen mit rekombinantem IL-10 und
dessen neutralisierendem Antikorper, dass beide ihre Funktion erfiullen: Die
Expression aller Maturationsmarker auf dendritischen Zellen reagiert sensibel
auf das rekombinante IL-10 und sinkt deutlich erkennbar. Der Anti-IL-10-
Antikorper ist in der Lage, diesen Effekt wieder aufzuheben. Auch in nahezu
allen anderen Mono- und Co-Kulturen fihrt die Anti-IL-10-Gabe in E. coli mpk-
stimulierten Proben zu einer Erh6hung der Maturationsmarker im Vergleich zur
E. coli mpk-Probe ohne den Antikoérper. Dies lasst sich biologisch damit
erklaren, dass IL-10 Uberall eine Rolle spielt und die DZ-Maturation, die bei
direktem Kontakt zu E. colimpk in Gang gesetzt wird, bremst. E. coli mpk
induziert also zwei entgegengesetzte Mechanismen: E. coli mpk wirkt auf DZ
direkt maturationsfordernd; sind allerdings noch B-Zellen mit im Spiel, werden
diese durch E. coli mpk-Kontakt zu IL-10-produzierenden Bregs, die die DZ-

Maturation hemmen.
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Die ELISA-Ergebnisse zeigen, dass auch hier die Neutralisierung von IL-10
durch Anti-IL-10-Antikdrper gut funktioniert (vgl. Abbildung 13). In den
Kontrollmonokulturen von B-Zellen wurden &hnliche IL-10-Verhaltnisse

verglichen mit dem B-Zell-Charakterisierungsexperiment gemessen.

Der Vergleich der mittels ELISA gemessenen IL-10-Mengen in den
verschiedenen Co-Kulturen bestétigt die Ausgangshypothese des Experiments:
die Bregs fihren zu einem Anstieg an IL-10 in den DZ/B-Zell-Co-Kulturen, der
nicht allein mit der Addition der IL-10-Produktionen von DZ- und B-Zell-
Monokulturen erklart werden kann (vgl. Abbildung 13). Stattdessen lasst sich
daraus schlief3en, dass hier ein multiplikativer Prozess stattfinden muss, in dem
sich E. coli mpk-stimulierte B-Zellen und dendritische Zellen gegenseitig zur
gesteigerten IL-10-Bildung stimulieren. E. coli mpk bewirkt sowohl bei B-Zellen
alleine als auch bei DZ alleine eine starkere IL-10-Produktion, als dies bei
B. vulgatus mpk der Fall ist. Dieses IL-10 kann nun auto- und parakrin wirken

und die anti-inflammatorischen Vorgange befeuern.

Betrachtet man die Ergebnisse der DZ-Maturationsmarker, ist allerdings kaum
eine signifikante Inhibition der DZ-Maturation durch E. coli mpk-stimulierte B-
Zellen zu erkennen, wie die ELISA-Ergebnisse eigentlich erwarten lie3en. Zwar
war fur CD40, CD80 und CD86 jeweils eine signifikante Reduktion der
Expression in den indirekten E. coli mpk-DZ-/B-Zell-Kulturen gegenuber den
DZ-Monokulturen nachweisbar, aber diese Reduktion war bei Weitem nicht so
stark, um die Zellen als semi-matur zu bezeichnen (vgl. Abbildung 12).
Uberraschenderweise war der Einfluss der direkten Zell-Kultur auf die
Reduktion der Maturationsmarker noch geringer. Rein hypothetisch kdnnte der
enge Kontakt der B- und dendritischen Zellen untereinander der
Herabregulation der Oberflachenmarker entgegengewirkt haben. Besonders
CD40 fungiert als wichtiger Kontaktmarker, der durch Ligation die Expression
weiterer Kontaktmolekile wie CD80, CD86 und MHC-II hochreguliert (Caux et
al., 1994). In der Kombination mit T-Zellen, wie sie im Experiment der
Dreifachkultur durchgeftihrt wurde, war die DZ-Maturationshemmung durch
Bregs schlie3lich deutlich erkennbar (vgl. Abbildung 14 und Abschnitt 3.5.1).
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Allerdings ist der Maturationsstatus der dendritischen Zellen nicht alleine
ausschlaggebend fur die weiteren Effekte: Brix et al. (2010) haben
herausgefunden, dass nicht nur die Tatsache, dass eine vorstimulierte DZ
Bakterienbestandteile fur CD4*-T-Zellen prasentiert, zur T-Zell-Aktivierung fuhrt.
Vielmehr bestimmt sowohl die Zusammensetzung des DZ-Signalkomplexes als
auch die Komposition der T-Zel-Membran Uber den Effekt der
Bakterienprasentation. CD80 fuhrte in dieser Studie eher zu einer
Proliferationsaktivierung der T-Zellen, wohingegen CD40 und CD86 die
Aggressivitat der T-Zellen eher dampfen.

Die Ausgangshypothese fur die In-vitro-Co-Kultur der drei wichtigsten
Immunzellen war, dass die Maturation der dendritischen Zellen durch
E. coli mpk in den Mehrfachkulturen indirekt unterdriickt wird. Dabei wurden
regulatorische B- oder T-Zellen als Mediatoren von E. coli mpk in Betracht
gezogen. Da in den Transwell-Experimenten mit der B-Zell/DZ-Co-Kultur keine
eindeutigen Ergebnisse erzielt werden konnten, war die Hoffnung, dass die
Kombination mit T-Zellen einen sichtbaren Unterschied bringen koénnte.
Dagegen wurde von der DZ-Monokultur eine starkere Maturation durch die

direkte E. coli-mpk Stimulation erwartet.

Betrachtet man die Maturationsentwicklung dendritischer Zellen von DZ-
Monokultur tGber DZ/T-Co-Kultur bis hin zur Dreifachkultur, wie in Abschnitt
3.5.1 erlautert, fallt auf, dass die DZ eine deutlich erhdéhte Expression der
Maturationsmarker in unstimulierten und B. vulgatus mpk-stimulierten Ansatzen
zeigen, sobald die Zellen in einer Co-Kultur mit T-Zellen sind (vgl. Abbildung
14). Vergleicht man diese Beobachtung mit den Maturationsergebnissen des B-
Zell/DZ-Transwell-Experiments, war ein solcher Anstieg nur durch Co-Kultur mit
B-Zellen nicht nachzuweisen. Da OVA als unspezifischer Aktivator
ausgeschlossen werden konnte, ware eine mdogliche Erklarung fir dieses
Phanomen, dass selbst die naiven T-Zellen ein besonderes Mikromilieu
erzeugen, welches eine DZ-Maturation begunstigt.

E. coli mpk-stimulierte B-Zellen unterdriicken dagegen in der Dreifachkultur

sichtbar die Maturation der dendritischen Zellen, wie wir es eigentlich schon im
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Transwell-Experiment erwartet hatten. Dass dieser Effekt nur in der
Dreifachkultur sichtbar war, kdnnte mit zwei Faktoren zusammenhangen. Zwar
konnte die langere Kulturdauer (vgl. Abbildung 1) zur Akkumulation von durch
Bregs produziertem IL-10 gefiihrt haben, was auch schon in anderen Studien die
DZ-Maturation gehemmt hat (Rizzuti et al., 2015). Jedoch wurde schon im T-
Zell-Proliferationsassay mit vorstimulierten B-Zellen gezeigt, dass T-Zellen, die
Kontakt zu E. coli mpk-stimulierten B-Zellen hatten, tendenziell mehr anti-
inflammatorische Phanotypen aufweisen. Somit konnten diese die Breg-Wirkung
verstarken und die DZ-Maturation unterdriicken. Pennati et al. (2016) konnten
zeigen, dass Bregs nicht nur Foxp3* Tregs induzieren kénnen, sondern auch die
Bildung Foxp3- IL-10-produzierender Typ-1-regulatorischer CD4* T-Zellen. Das
IL-10 der T-Zellen und der B-Zellen gemeinsam hat nun starke Effekte auf die
Maturation der DZ und kann gleichzeitig in positiver Rickkopplung auf die

Produktion von noch mehr IL-10 aus T- und B-Zellen wirken.

Weiterfuhrende Studien kénnten diese Hypothesen uberprifen. Dazu kénnte
eine weitere B-/T-Zell-Co-Kultur Aufschluss geben. Hierbei sollten naive T-
Zellen (ohne CFSE) mit Bregs inkubiert werden und die Phanotypen der
entstandenen reifen T-Zellen genauer untersucht werden. Besonders ware
dabei auf Tregs und IL-10-produzierende T-Zellen zu achten. Weiterhin kdnnten
diese regulatorischen T-Zellen mit dendritischen Zellen in Kultur gehalten
werden, um den oben vermuteten Effekt der DZ-Maturationshemmung

nachzuweisen.

In  der Interaktion von E. coli mpk-induzierten Bregs mit anderen
antigenprasentierenden Zellen waren insgesamt deutliche Effekte sichtbar, die
in sich schlissig zusammenpassen:

Der Pathobiont E. coli mpk induziert B-Zellen zur Differenzierung zu anti-
inflammatorischen Bregs, entfaltet aber gleichzeitig pro-inflammatorische Effekte
uber die Induktion maturer DZ. Regulatorische B-Zellen wiederum produzieren
ihr starkstes Effektormolekul IL-10, das auto-/und parakrin Giber den auch auf B-
Zellen exprimierten IL-10R wirken kann und parakrin die reaktive Maturation
dendritischer Zellen auf eine E. coli mpk-Stimulation hemmt. Letzteres wird

besonders deutlich Uber das veranderte Zytokinprofil mit geringeren Mengen
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TNF-a und gesteigerten Konzentrationen an IL-10. Kommen zusétzlich naive T-
Zellen mit ins Spiel, scheint dieser anti-inflammatorische Effekt der Bregs noch
verstarkt zu werden und die Maturationshemmung wird auch in der
verminderten Expression maturationstypischer Marker erkennbar (vgl.
Abbildung 19).

Zietara et al. (2014) fassen in ihrem Review die neueren Forschungsergebnisse
zum Thema B-Zell-vermittelte Modulation der DZ-Funktion zusammen.
Besonders hervorgehoben werden dabei die schon langer bekannten IL-10-
und TGF-B-abhangigen Effekte: von regulatorischen B-Zellen produzierte anti-
inflammatorische Zytokine vermindern die Produktion pro-inflamatorischer
Botenstoffe in dendritischen Zellen (vgl. Steinbrink et al., 1997, Bhattacharyya
et al., 2004).

Besonders die Ergebnisse von De Smedt et al. (1997) zeigen tolerogene
Effekte von IL-10, die wir in sehr &hnlicher Weise auch bei unseren
Experimenten beobachten konnten. In vitro lie3 man dendritische Zellen unter
IL-10-Einfluss maturieren. AnschlieRend zeigten diese DZ in vivo eine deutlich
verminderte Fahigkeit, eine Thl-Antwort zu induzieren und bewirkten eher eine
Entwicklung von Th2-Zellen. Diese Beobachtungen wurden auf eine
verminderte IL-12- und IFN-y-Produktion der dendritischen Zellen

zurlckgefuhrt.

Die Datenlage zu Inhibitionsmechanismen von dendritischen Zellen durch Bregs
ist bislang sehr luckenhaft. Insbesondere die Existenz von Pathobionten-
induzierter modulatorischer Wirkung auf APZ wird in dieser Arbeit erstmals

ausfuhrlicher thematisiert.

4.2.3 Bregs inhibieren pro-inflammatorische T-Zellen

T-Zellen sind mit ihren biologischen Hauptfunktionen Zytolyse/Zytotoxizitat,
Mobilisierung von Effektormechanismen durch Helferzellen und Regulation
durch Tregs essenziell fur eine funktionierende Immunreaktion. B-Zellen greifen
vielfaltig an unterschiedlichen Stellen des T-Zell-Systems ein und beeinflussen
Zellproliferation und Phanotypentwicklung. B-Effektorzellen wirken dabei

aktivierend und entzindungsfordernd, Bregs hemmen dagegen pro-
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inflammatorische Mechanismen. Pathobionten kdnnen also Uber die Induktion

von Bregs tolerogen wirken.

In einem T-Zell-Proliferationsassay, der in 72-stindiger-Co-Kultur mit
vorstimulierten B-Zellen durchgefuhrt wurde, konnten weitere Erkenntnisse tber
die B-Zell-vermittelte Toleranzerzeugung des Pathobionten E. coli mpk
gewonnen werden: In Co-Kulturen mit T-Zellen, die auf unstimulierte B-Zellen,
also immer noch im naiven Zustand befindlich, trafen, kam es sichtbar zur
Proliferation. Grund dafir ist vermutlich die konstitutive Basalexpression von
MHC-II auf der B-Zell-Oberflache (vgl. Ma et al., 2012, Matsuki et al., 2007),
wodurch diese auch unaktiviert in der Lage sind, das zugegebene OVA-Peptid

Zu prasentieren.

Die in Abschnitt 3.3.1 dargestellten Ergebnisse zeigen eine deutliche
Proliferationshemmung der T-Zellen durch E. coli mpk-vorstimulierte B-Zellen.
Ausgehend von den Resultaten der B-Zell-Charakterisierung (vgl. 3.1) lasst sich
aulBerdem annehmen, dass dieser Effekt hauptsachlich Breg-vermittelt ist, da
diese regulatorische Subpopulation 48 h nach Stimulation allein schon etwa die
Halfte aller B-Zellen ausmacht. Die Inhibition der Proliferation scheint allerdings
auch dosisabhangig zu sein, da der Effekt mit zunehmendem Verhéltnis von B-
zu T-Zellen starker wird. Ursachlich dafir konnte sein, dass mehr B-Zellen fur
eine hohere Konzentration an IL-10 im Medium sorgen. Dies wirde auch
erklaren, dass B. vulgatus mpk-stimulierte B-Zellen ab einer flinffachen Zellzahl
gegenuber den T-Zellen ebenfalls inhibitorisch wirken. Bereits in Kapitel O des
Ergebnisteils wurde ausgefuhrt, dass B. vulgatus mpk zwar keine signifikante,
aber doch tendenziell hoéhere IL-10-Produktion in B-Zellen induziert als
unstimulierte Kontrollen. Uber den langen Zeitraum und durch die hohe Zellzahl

ware eine IL-10-Akkumulation also mdglich.

Die Tatsache, dass die T-Zell-Proliferation in Proben mit Anti-Interleukin-10-
Antikbrper am geringsten ist, konnte bedeuten, dass der Antikorper
maoglicherweise direkt an den T-Zellen wirkt und diese hemmt. Eigentlich war

die Erwartung, dass durch die Zugabe dieses Antikérpers die Proliferation der
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T-Zellen weniger stark inhibiert wird, weil sie so von dem Breg-produzierten IL-10

unbeeinflusst bleiben.

Unabhangig von IL-10 besitzen Bregs aber auch andere Mechanismen, um T-
Zell-Populationen zu inhibieren. Tian et al. (2001) zeigten in ihrem Diabetes-
Maus-Modell, dass LPS-aktivierte B-Zellen Uber den von uns ebenfalls schon
nachgewiesenen Fas-Liganden Apoptose in diabetogenen CD4* T-Zellen
auslésen konnten. Ahnliches stellten auch Lundy and Boros (2002) bei

Schistosomiasis-assoziierten Granulomen fest.

Insgesamt sind E. coli mpk-Bakterien also in der Lage, Breg-vermittelt die T-Zell-
Antwort quantitativ zu verringern. Da fir die Art der Immunantwort aber nicht
allein die Zellzahlen der Effektorzellen entscheidend sind, sondern vor allem
deren Phanotyp, wurde die von vorstimulierten B-Zellen aktivierte T-
Zellpopulation auf Subtypen untersucht. Hypothese war, dass die durch
E. colimpk induzierten regulatorischen B-Zellen eine vorwiegend anti-
inflammatorische  Polarisation der T-Zellen hervorrufen. In diesem
Zusammenhang wurde erwartet, dass auch immunogenere
Mikrobiotabestandteile, wie der Pathobiont E. coli mpk, Toleranz erzeugen
konnen, da sie trotz potenzieller Pathogenitat als wichtige Bestandteile im

intestinalen Mikrobioms vorkommen.

Die erste Beobachtung, dass in E. coli mpk-stimulierten Proben signifikant
weniger der naiven T-Zellen in Richtung Thl1-Zellen differenzierten, deckt sich
mit der initialen Arbeitshypothese. Thl-Zellen werden tber ihr Zytokinprofil mit
IFN-y* und IL-4~ charakterisiert, initieren die Abwehr von intrazellularen
Pathogenen und werden gemeinsam mit Th17-Zellen bei abnormer Aktivierung
haufig in Verbindung mit der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, wie
Rheumatoider Arthritis und Multipler Sklerose, gebracht (Luger et al., 2008).
Auch die Gruppe um Tian et al. (2001) untersuchte die Herabregulation der
Thl-Immunitat durch LPS-aktivierte B-Zellen und kam im NOD-Mausmodell zu
dem Ergebnis, dass aktivierte B-Zellen Thl-Zellen in die Apoptose treiben.
Dadurch kénnen diese nicht mehr ihre Rolle in der Krankheitsbeforderung bei

Diabetes ausfuhren.
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Th2-Zellen, die sich vor allem tber die Zytokine IL-4 und IL-5 auszeichnen, wird
zum einen die Induktion der humoralen Immunantwort, also insbesondere der
Antikoérperproduktion, als auch eine entscheidende Rolle bei allergischen
Geschehen zugesprochen. Andererseits konnten Gimsa et al. (2001) auch die
Forderung anti-inflammatorischer Prozesse im Rahmen von EAE nachweisen.
Darauf basierend konnte also auch der in unserer Arbeit gemessene
signifikante Anstieg von Th2-Zellen durch E. coli mpk-Stimulation als
immunmodulatorisch gewertet werden. Kritisch muss aber der sehr geringe
prozentuale Anteil der Th2-Zellen von 0,5-3 % gesehen werden, dessen

biologische Signifikanz wiederum fraglich ist.

Es gibt in Fachkreisen schon erste Uberlegungen, wie eine Veranderung des
Th1/Th2-Verhaltnisses von therapeutischem Nutzen sein kénnte. Im Prinzip gilt
dabei jedes Mal der gleiche Ansatz: Krankheiten, die vorwiegend durch den
einen Th-Typ hervorgerufen oder am Laufen gehalten werden, sollen durch
Hemmung desselben bzw. Foérderung des anderen Typs behandelt werden.
Beispielsweise haben Herold et al. (2002) durch Inhibition Thl-spezifischer
Zytokine die Krankheitsaktivitat der Autoimmunerkrankung Diabetes Typ 1
vermindert. Umgekehrt konnte die Stimulation gerade der Thl-vermittelten
Immunantwort durch Hitzeschock-Proteine eine Option flur die Krebstherapie
sein (Hoos and Levey, 2003).

Ein ahnliches Experiment, wie der hier durchgefuhrte T-Zell-Proliferationsassay,
mit vorstimulierten B-Zellen wurde auch schon 2010 durchgefiihrt (Round and
Mazmanian), wobei keimfreie Mause in vivo mit dem Symbionten Bacteroides
fragilis kolonisiert wurden. Dabei konnten die Autoren zeigen, dass besonders
viele Foxp3* T-Zellen entwickelt wurden, die IL-10 produzierten. Zudem konnte
auch unsere Beobachtung bezuglich der TLR2-Relevanz fur die B-Zell-
Stimulation fur T-Zellen in gleicher Weise bestétigt werden. Auch Kessel et al.

(2012) konnten eine Breg-induzierte Foxp3-Erhdhung in Tregs Nachweisen.

Thl7-Zellen sind durch ihre Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-
17A bekannt und bewirken in ihrer physiologischen Rolle in Maus und Mensch

vornehmlich eine Immunitat gegen Viren, Pilze und andere opportunistische
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Infektionen (vgl. Crome et al., 2010, Tesmer et al., 2008). Daflr interagieren sie
mit Endothelzellen, rekrutieren Granulozyten und beeinflussen in einer noch
nicht abschlielend verstandenen Art und Weise die Funktion von B- und T-
Zellen.

In einem dysregulierten Immunsystem spielen Th1l7-Zellen zudem laut einiger
Studien eine krankheitsférdernde Rolle in Autoimmunkrankheiten, wie dem
Systemischen Lupus Erythematodes (vgl. Dolff et al., 2011, Talaat et al., 2015),
der Multiplen Sklerose und entziindlichen Darmerkrankungen (vgl. Crome et al.,
2010, Monteleone et al., 2009).

Die Tatsache, dass in unseren Experimenten durch Aktivierung der T-Zellen mit
groBen Anteilen an Bregs (zumindest in E. coli mpk-stimulierten Proben)
trotzdem signifikant mehr Thl7-Zellen als bspw. nach B. vulgatus mpk-
Stimulation oder ohne Stimulation entstanden, kann bedeuten, dass die
regulatorischen B-Zellen nicht in der Lage waren, die durch die E. coli mpk-
Stimulation ebenfalls entstandenen pro-inflammatorischen B-Effektorzellen in
ihrer Wirkung zu Ubertreffen. Dies passt auch zu den Eigenschaften eines
Pathobionten, der sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Effekte der
Immunantwort hervorruft und in einem fein justierten Gleichgewicht seine
eigene Toleranz durch Gegenregulation der Immunabwehr gewahrleistet.
Zudem wird in den letzten Jahren eine Gewebe-protektive Funktion von Th17-
Zellen diskutiert, die den Th17-Zellen auch eine anti-inflammatorische Wirkung

attestieren wirde (Geremia et al., 2014, Hueber et al., 2012).

Cai et al. (2012) zeigten einen weiteren Mechanismus auf, Uber den die
Pathobionten ihre eigene Immunaktivierung begrenzen kdnnen. Die Gruppe
wies nach, dass die Helfer-Fahigkeit von Tfh-(T-follikularen Helfer-)Zellen unter
IL-10-Einfluss gegeniber B-Zellen reduziert ist. Somit spielt abgesehen von der
Anzahl jedes Zelltyps auch deren Funktionalitat eine Rolle, die bspw. durch

I6sliche Botenstoffe moduliert werden kann.

Die interessanteste Vorarbeit zur immunmodulatorischen Wirkung von
Pathobionten stammt von Chow and Mazmanian (2010). Die Gruppe vermutete

einen immunregulatorischen Effekt von T6SS, einem am Sekretionssystem von
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Bakterien beteiligten Membranprotein, und beobachtete in Zell- und
Gewebekulturen die Reaktion von T-Zellen auf T6SS-mutierten Helicobacter
hepaticus gegeniber dem Wildtyp. H. hepaticus ist ahnlich wie E. coli mpk ein
Pathobiont, der den gesunden Darm lange Zeit ohne Krankheitswert
kolonisieren kann, aber im immungeschwachten Zustand u.a. zur
Darmentzindung fihrt. T6SS kommt auch in anderen Bakterienspezies vor,
darunter auch E. coli, allerdings wurde ihm bisher nur die Funktion als
Virulenzfaktor zugeschrieben (Dudley et al., 2006). Die Wildtyp-H. hepaticus-
Ergebnisse der Chow-Studie zeigen deutliche Parallelen zu den gewonnenen
Erkenntnissen mit E. coli mpk und E. coli mpk-induzierten Bregs: ES kommt zur
Suppression der T-Zellen und zur verminderten Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNF-a, IFN-y und IL-13. Allerdings beobachtete die Gruppe auch
geringere IL-17-Mengen, das bei uns durch E. coli mpk eher erhéht war. Beim
Vergleich der Daten muss aber darauf hingewiesen werden, dass die
E. coli mpk-Effekte mit den Effekten des Symbionten B. vulgatus mpk
verglichen wurden. Die H. hepaticus-Ergebnisse entstanden durch die
Gegenuberstellung der pathogenen T6SS-Mutante und des pathobiontischen
Wildtyps. Trotzdem zeigt die Interpretation der Daten, dass beide Pathobionten
in der Lage sind, ein anti-inflammatorisches Milieu zu begtinstigen und die T-

Zellantwort zu hemmen, um als Kommensale im Mikrobiom toleriert zu werden.

Der Breg-vermittelte Einfluss auf pro-inflammatorische T-Zellen ist dabei klinisch
besonders relevant. T-Zellen sind mit ihrer Zytotoxizitat verantwortlich fur
Autoimmunitat und Transplantatabstof3ungen. Die therapeutische Induktion von
Bregs kGnnte daher Uber eine korpereigene Immunsuppression eine Alternative
zur relativ undifferenzierten bisher praktizierten Immunsuppression bspw. durch
ungezielte B-Zell-Depletion sein.

Lal et al. (2016) und Moreau et al. (2015) zeigten, dass der Transfer von
marginal zone precursor B-Zellen und transitional-2 B-Zellen das Uberleben
transplantierter Mause verbessern konnte. Grund daflr war unter anderem die
Kontrolle der T-Zell-Differenzierung von T-Helferzellen-Typ-17, follikularen T-

Helferzellen und follikularen regulatorischen T-Zellen.
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Andere Untersuchungen bestatigten bereits, dass IL-10-produzierende Bregs
erfolgreich ex vivo gezichtet werden konnten und anschlieRend
immunsuppressive Eigenschaften aufwiesen (Rafei et al., 2009). Auch in
Patienten konnten schon Bregs vermehrt werden, die in der Lage waren, T-Zell-
Autoimmunitat zu unterdriicken (Yoshizaki et al., 2012). Trotzdem gibt es nach

wie vor keine etablierten Therapien auf der Basis von regulatorischen B-Zellen.

Gleichzeitig konnte die gezielte Depletion der Breg-Population ein
Therapieansatz bei Krebserkrankungen sein, da auch Tumore zur

Immunevasion Breg-vermittelte Mechanismen nutzen (Zhang et al., 2015).
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4.2.4 Ausblick

In dieser Arbeit wurden die mpk-Stamme der beiden Bakterienspezies
verwendet, die im Max-von-Pettenkofer-Institut aus gesunden Labormausen
isoliert wurden. Zwar existieren die Spezies B. vulgatus und E. coli auch im
menschlichen Darm. Ob die Eigenschaften der humanen Stamme allerdings mit
den mpk-Stammen exakt Ubereinstimmen, ist noch nicht ausreichend bekannt.
Da hier nur der Vergleich zwischen dem Symbionten B. vulgatus mpk und dem
Pathobionten E. colimpk angestellt wurde, ware es zur eindeutigen
Abgrenzung zum Pathogen sinnvoll, die Experimente in &hnlichem Stil mit
E. coli mpk und einem Pathogen zu wiederholen. Weiterfiihrend sollten auch In-
vivo-Versuche in Mausen durchgefiihrt werden, um die gewonnenen
Erkenntnisse in der Umgebung eines hochkomplexen Organismus mit
zahlreichen weiteren Einflussfaktoren zu bestatigen. Dabei ist es besonders
entscheidend herauszufinden, welche weiteren Symbiosefaktoren existieren,
die protektive Immunreaktionen hervorrufen konnen, und von welchen

Bakterienspezies sie produziert oder induziert werden.

Besonders interessant fir die zukinftige Therapie von (autoimmunen)
Darmerkrankungen ware zudem die Analyse und Forschung mit
Bakterienstdmmen, die aus diesen Patienten isoliert wurden. Mdglicherweise
unterscheidet sich die Mikrobiomzusammensetzung der Patienten nicht von
Gesunden, die Eigenschaften der individuellen Stdmme aber schon. So
konnten Pathobionten durch Mutationen oder horizontalen Gentransfer ihre
immunmodulatorischen Eigenschaften verloren haben und so Autoimmunitét in
einem dysregulierten Immunsystem begunstigen. Daher ware es sicher
vielversprechend, die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente mit

Patientenstammen zu wiederholen und zu vergleichen.

Trotzdem tragt auch diese Arbeit schon zu einem besseren Verstandnis der
regulatorischen Wege bei, die Pathobionten zur Erzeugung von Toleranz
induzieren. Die Kenntnis der Kettenreaktion regulatorischer Prozesse konnte in
der Zukunft auch der genaueren Diagnostik bei Autoimmunerkrankungen

dienen, um bei Autoimmunpatienten individuell die Ursache ihrer gestérten
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Homoostase festzustellen. Gibt es bestimmte Mikrobiomzusammensetzungen,
die fur entzindliche Erkrankungen pradisponieren? Lasst diese sich durch
Ernahrung, Medikamente und Hygieneverhalten nachhaltig beeinflussen? Ist
ein Defekt im System der Immunzellen, bspw. Bregs, Nachzuweisen? Im Rahmen
der personalisierten Medizin lieBen sich daraus madglicherweise individuelle
Ansatzpunkte fur therapeutische MalRBhahmen finden, wie bspw. der adoptive
Breg-Transfer ganz  bestimmter  Breg-Subtypen  oder die  gezielte

Stimulation/Inhibierung verschiedener T-Helferzellen.

Des Weiteren wird in dieser Arbeit die Bedeutung des Mikrobioms und seiner
Einzelkomponenten fur die Homdostase des Immunsystems deutlich (vgl. auch
Maerz et al., 2020). Besonders wahrend der Immunentwicklung im Kindesalter
konnte daher eine Beeinflussung der Mikrobiotazusammensetzung eine
Stellschraube flr die Pravention von Autoimmunerkrankungen darstellen, da die

meisten Autoimmunerkrankungen schon in sehr jungen Jahren auftreten.

Eine besondere Schwierigkeit bei diesem Ansatz ist allerdings, dass bisher
noch unklar ist, ob die Dysbiose, also die Stérung der bakteriellen Darmflora,

Ursache oder Symptom einer Erkrankung ist.

Nichtsdestotrotz nehmen die Hinweise und Belege, dass vom Mikrobiom
entscheidende Effekte auf das Immunsystem ausgelbt werden, immer mehr zu
und es gilt, die Mechanismen dahinter genauer zu erforschen. Die dabei
erlangten Ergebnisse werden nicht nur in der Therapie verschiedenster
Erkrankungen Erfolge bewirken, sondern auch in der aktiven Unterstlitzung von

Gesundheit relevant sein (Round and Mazmanian, 2009).
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5 Zusammenfassung

Die Fahigkeit des Immunsystems, ein Gleichgewicht aus
entziindungsférdernden und —hemmenden Mechanismen aufrecht zu erhalten
ist unabdingbar. Einerseits muss der Organismus mit einer kraftigen
Immunreaktion vor Infektionen geschutzt werden, andererseits muss diese auch
rechtzeitig beendet oder sogar unterbunden werden, wenn es sich um harmlose
oder korpereigene Antigenstrukturen handelt. Andernfalls kommt es zu
Autoimmunerkrankungen und Allergien, die weltweit eine steigende Pravalenz
zeigen. Welchen Einfluss Symbionten und Pathobionten des intestinalen
Mikrobioms auf die Immunhomdostase haben und inwieweit sie die Induktion
regulatorischer B-Zellen nutzen, um Toleranz zu erzeugen, sollte in dieser
Arbeit untersucht werden.

Immunzellen wurden dafur mittels MACS aus C57BL/6NCrl-M&ausen isoliert und
mit dem Pathobionten E. coli mpk sowie dem Symbionten B. vulgatus mpk
stimuliert. Die Untersuchung der murinen Immunzellph&notypen nach der
Zellkultur erfolgte mittels Durchflusszytometrie fur die zellgebundenen Marker
und mittels ELISA fir 16sliche Molekiile.

Es konnte beobachtet werden, dass eine Stimulation von B-Zellen mit dem
Pathobionten E. coli mpk Toll-like-Rezeptor-2/4-abhéngig zur Entwicklung von
IL-10-produzierenden B10-Zellen, Tim-1*-Zellen und T2-MZP-Zellen fuhrt, die
alle zu den Breg-Subtypen zahlen. Zudem exprimierten auf diese Weise
aktivierte B-Zellen vermehrt weitere regulatorische Moleklle wie FasL, GitrL,
PD-1-L, Ebi3, CD73 und den IL-10-Rezeptor. Diese induzierten Bregs inhibierten
wiederum die Maturation antigenprasentierender dendritischer Zellen und deren
Sekretion von pro-inflammatorischem TNF-a. AuRerdem wurde Breg-vermittelt
die Proliferation CD4* T-Zellen sowie ihre Polarisation zu pro-inflammatorischen
Th1-Zellen unterdrickt. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals versucht, die
Komplexitat des Zusammenspiels unterschiedlicher Immunzellen in vitro
nachzustellen. Dafiir wurden verschiedene Zwei- bis Dreifachkulturen aus B-, T-
und dendritischen Zellen etabliert.

In der Zusammenschau lassen die Ergebnisse darauf schlielen, dass die
Lipopolysaccarid- und Peptidoglykanstrukturen von E. coli mpk dber TLR 2/4
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auf B-Zellen einen Signalweg in Gang setzen, der durch die Entwicklung von
regulatorischen B-Zellen Toleranz erzeugt. Die tolerogenen Mechanismen
reichen von anti-inflammatorischen Botenstoffen (IL-10, IL-35), Uber APZ-
Maturationshemmung bis zur Suppression von T-Zellen. Diese humoralen und
zellularen Prozesse nutzt E. coli mpk als Gegenregulation zu seinen pro-
inflammatorischen Eigenschaften, um als Kommensale im intestinalen
Mikrobiom toleriert zu werden. Aber auch das Immunsystem des Wirts ist auf
die mikrobiellen Stimuli angewiesen, da sie zur Immunhomdostase zwischen
pro- und  anti-inflammatorischen Kréaften beitragen und  somit
Autoimmunerkrankungen und Allergien entgegenwirken. Diese Erkenntnis kann
im klinischen Alltag von grof3ter Wichtigkeit sein, da die Modulation der Breg-
Funktion und die Bedeutung des Mikrobioms dabei zu neuen Therapieansatzen
bei diesen Erkrankungen fuhrt. Weitere mogliche Anwendungsgebiete sind die
Immunsuppression nach allogener Transplantation und die Unterbindung von
Immunevasionsmechanismen bei Krebs. Da bisher nahezu alle Studien zu
diesen Themen in Zellkulturen oder im Mausmodell stattfanden, gilt naturlich die
Limitation, dass die daraus gewonnenen Ergebnisse kritisch auf ihre
Ubertragbarkeit auf den Menschen hinterfragt werden mussen. Zwar wurden
bereits einige der Breg-Subtypen in &hnlicher Form im Menschen nachgewiesen
und auch die wichtigsten Zytokine stimmen Uberein, trotzdem fehlt es an
weiteren Vergleichsstudien zwischen Mensch und Maus.

Dieses Projekt stellt einen Baustein zur Entschlisselung der komplexen
Interaktionen zwischen verschiedenen Akteuren des Immunsystems dar. Es
schlagt den Bogen zum intestinalen Mikrobiom und zeigt, dass auch
Darmbakterien einen Einfluss auf die Immunhomdostase und somit auf
systemische Prozesse im Rahmen von Gesundheit und Krankheit im Korper

ausiben.
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