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1 Einleitung 4

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Um sich vor dem Eindringen pathogener Mikroorganismen zu schiitzen, hat der
Saugerorganismus im Laufe der Evolution verschiedene Abwehrmechanismen entwickelt, die
zur effektiven und schnellen Elimination pathogener Mikroorganismen dienen. Diese
Abwehrmechanismen werden in spezifische (adaptive) und unspezifische (angeborene)
Immunitét unterteilt. Unspezifische Antworten sind angeborene, schnell verfiigbare und auf
viele verschiedene Angreifer wirkende Mechanismen. Dagegen bendtigt die adaptive Antwort
eine gewisse Anlaufphase, wirkt dann aber sehr spezifisch, effektiv und fiihrt zu einer lang
anhaltenden Immunitit (Fearon & Locksley 1996; Hoffmann et al. 1999; Medzhitov &
Janeway, Jr. 1997).

1.1.1 Unspezifische Abwehr

Die unspezifische Abwehr wird auch als erste Verteidigungslinie gegen Mikroorganismen
bezeichnet und ist auf Erreger im Allgemeinen ausgerichtet. Der Korper verfiigt iiber
mechanische, chemische und biologische Abwehrmechanismen. Eine erste mechanische
Barriere bildet z.B. die Haut oder das Epithel des Verdauungstraktes, die durch chemische
Mechanismen, wie z.B. die Salzsdure des Magens, antimikrobielle Peptide im Darm oder
Enzyme erginzt wird. Die biologische unspezifische Abwehr bedient sich zur Erkennung von
Mikroorganismen Rezeptoren, die gegen allgemeine, konservierte molekulare Strukturen
(pathogen-associated molecular pattern, PAMP) auf Bakterien und Viren gerichtet sind
(Didierlaurent et al. 2002; Philpott & Girardin 2004). Diese wirkungsvollen
Erkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) befinden sich hauptsichlich auf
Zelloberflachen, werden aber auch in intrazelluldre Kompartimente, in den Blutstrom oder in
Gewebefliissigkeiten sezerniert (Medzhitov & Janeway, Jr. 1997). Die Bindung der PRRs an
PAMP-Strukturen fithrt zur Erkennung der eingedrungenen Mikroorganismen und zur
Aktivierung des Immunsystems (Akira et al. 2006).

Unter PRRs nehmen Rezeptoren der Toll-like Familie (TLR) eine besondere Stellung ein.
Sie erkennen verschiedene bakterielle Muster, darunter Lipopolysaccharide (LPS) (TLR4),
Lipoproteine (TLR2), doppelstrangige DNA (TLR3), Flagellin (TLRS) und unmethylierte
CpG DNA (TLR9Y), aber auch virale Muster, wie z.B. einzelstringige DNA (TLR7) (Akira &
Takeda 2004; Kawai & Akira 2005; Takeda et al. 2003). Dabei sind die TLRs 1, 2, 4, 5 und 6
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auf Zelloberfldchen exprimiert und erkennen hauptséchlich exogene, bakterielle Produkte,
wiahrend die TLRs 3, 7, 8 und 9 intrazelluldr angeordnet sind und auf die Erkennung
intrazelluldrer Erreger spezialisiert sind (Diebold ef al. 2004; Heil et al. 2004; Matsumoto et
al. 2003). Eine weitere wichtige Rezeptorfamilie, bildet die NLR-Familie (nucleotide-binding
domain and leucin-rich repeats, NLR) im Zytosol von Immun- und Epithelzellen. Die am
besten untersuchten Vertreter sind NOD (nucleotid-binding oligomerization domain) 1 und
NOD2. Sie erkennen verschiedene Muropeptid-Motive aus bakteriellen Glykopeptiden
(Chamaillard et al. 2003; Girardin ef al. 2003; Inohara & Nunez 2003; Philpott & Girardin
2004). Die Stimulierung der TLRs und NLRs fiihrt tiber verschiedene Signalkaskaden unter
anderem zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Rakoff-Nahoum et al. 2004).
Durch diesen Transkriptionsfaktor werden zahlreiche Immunantworten eingeleitet, wie z.B.
die Bildung von Zytokinen (Botenstoffen) und die Expression kostimulatorischer Molekiile
auf antigenpriasentierenden Zellen (APCs), die zur Aktivierung des spezifischen
Immunsystems beitragen (Akira & Takeda 2004).

Die Eliminierung der Mikroorganismen findet in der unspezifischen Abwehr durch
Phagozytose statt, die von Makrophagen, dendritischen Zellen (dendritic cells, DCs) und
neutrophilen Zellen (polymorphonuclear leukocyte, PMN) durchgefiihrt wird. Diese
sogenannten Phagozyten wandern in Korpergeweben umher und konnen eingedrungene
Mikroorganismen aufnehmen und lysieren. Obwohl Phagozyten iliber PRRs fdhig sind
Pathogene zu erkennen, werden sie hdufig durch Opsonierung (Markierung) der
Mikroorganismen zusdtzlich aktiviert (Janeway et al. 2005). Die Opsonierung findet durch
Antikorper oder das Komplementsystem statt. Die Aktivierung in den Phagozyten fiihrt nicht
nur zur vermehrten Aufnahme und Lyse der Erreger, sondern auch zur Sekretion von
Zytokinen, die bestimmte pro- und antiinflammatorische Reaktionen im Korper hervorrufen.
Proinflammatorische Zytokine, wie z.B. IL-8, TNF-a und IL-12 f6rdern die Entstehung von
Entziindungen und fiihren zur Mobilisierung des Immunsystems. Sie locken Immunzellen
zum Infektionsherd und beschleunigen deren Migration in beschidigtes Gewebe. Dagegen
regulieren und unterdriicken antiinflammatorische Zytokine, wie z.B. IL-10, IL-4 und TGF-f3
Immunantworten, indem sie unter anderem die Bildung proinflammatorischer Zytokine

supprimieren, oder regulatorische T-Zellen induzieren (Janeway et al. 2005).

1.1.2 Spezifische Abwehr

Im Laufe der Evolution haben Pathogene verschiedene Mechanismen entwickelt, um die

unspezifische Abwehr zu umgehen und in den Wirtsorganismus einzudringen. Diese Erreger
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werden mit Hilfe der spezifischen (adaptiven) Immunantwort bekdmpft. Sie findet {iber B-
und T-Zellen (sogenannten Lymphozyten) statt, die spezifische Rezeptoren auf ihrer
Oberfliache tragen. Diese Rezeptoren sind gegen spezifische Antigene gerichtet, die fiir jeden
Mikroorganismus charakteristisch sind. Dadurch ist eine hohe Spezifitit gegen den jeweiligen
Erreger gewihrleistet. Vorteile dieses Systems sind: (i) die groBle Diversitdt der Rezeptoren
durch genetische Rekombination, (ii) der Erinnerungs-Effekt nach bereits stattgefundenen
Infektionen, (iii) die Selbstlimitierung und (iv) die Inhibition von Immunantwort gegen
korpereigene  Strukturen.  Aktiviert wird das adaptive  Immunsystem  {ber
antigenprasentierende Zellen (APCs) der unspezifischen Abwehr. Zu den professionellen
APCs zéhlen Makrophagen, DCs und B-Zellen. Sie nehmen Mikroorganismen oder
mikrobielle Bestandteile auf, prozessieren deren Antigene und prisentieren diese lber
MHC (major histocompatibility complex) -Molekiile an Lymphozyten. APCs stellen somit ein
wichtiges Bindeglied zwischen wunspezifischer und adaptiver Abwehr dar. Die
Antigenprasentation durch APCs reicht allerdings zur Aktivierung des entsprechenden
antigenspezifischen Lymphozyten nicht aus. Es wird noch ein zusitzliches Signal {iber
kostimulatorische Molekiile benétigt. In APCs werden kostimulatorische Molekiile durch
Gefahrensignale (danger signals) wie z.B. proinflammatorische Zytokine induziert
(Matzinger 1994). Durch diesen zweiten Stimulus werden die Lymphozyten aktiviert,
proliferieren und differenzieren zu Effektorzellen. Erfihrt der Lymphozyt dieses zweite
Signal nicht, wird keine Immunreaktion gegen das Antigen induziert (= Anergie). Der
Lymphozyt befindet sich dauerhaft in diesem anergischen Zustand. Dieser Mechanismus

schiitzt vor der Induktion einer Immunantwort gegen kdrpereigene Proteine.

T-Zellen werden urspriinglich im Knochenmark gebildet und reifen anschlieBend im
Thymus fast vollstindig aus. Man unterscheidet in CD8"-zytotoxische T-Zellen (CTLs) und
in CD4"-T-Helferzellen (Th).

Zytotoxische T-Zellen (CTLs) dienen der Abwehr von Viren und anderer intrazellulédrer
Mikroorganismen. APCs prasentieren Antigene iiber MHC-Klasse-1 (MHC-I) Molekiile an
CTLs. Bei passendem T-Zell-Rezeptor und der Expression kostimulatorischer Molekiile
antigenprasentierender Zellen (APCs) werden CTLs aktiviert und konnen infizierte
Wirtszellen tdten, sowie proteolytische Enzyme produzieren, die in infizierten Zellen
Apoptose induzieren. Dadurch wird die Vermehrung intrazelluldrer Viren und Bakterien
verhindert. Nach dem Absterben der Zelle werden freigesetzte Mikroorganismen durch

Phagozyten aufgenommen (Andersen ef al. 2006).
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CD4'-T-Helferzellen (Th) unterstiitzen die effektive Beseitigung extrazellulirer
Mikroorganismen. Hier findet die Antigenprisentation der APCs tiber MHC-Klasse-1I (MHC-
I1) Molekiile statt. Vergleichbar mit CTLs werden auch CD4'-T-Zellen nur bei passendem
Antigen-Rezeptor-Komplex  und  der  Expression  kostimulatorischer =~ Molekiile
antigenprasentierender Zellen (APCs) aktiviert und differenzieren zu Thl- oder Th2-Zellen
(Abb. 1). Th1-Zellen produzieren vermehrt IFN-y und stimulieren dadurch Makrophagen, die
vermehrt Mikroorganismen phagozytieren und lysieren (= zellulire Abwehr). Th2-Zellen
produzieren dagegen IL-4, IL-5 und IL-13. Dies fiihrt zur Aktivierung von B-Zellen, die
infolgedessen vermehrt Antikdrper produzieren (= humorale Abwehr).

Die Differenzierung der T-Zellen in Thl bzw. Th2 wird durch APCs, insbesondere DCs
gesteuert (Abb. 1). DCs bilden je nach aufgenommenem Mikroorganismus ein bestimmtes
Zytokinmilieu, das die zur Eliminierung notwendige Th-Antwort in T-Zellen induziert (de
Jong et al. 2002). Durch die Produktion antigenprédsentierender DCs von IL-12 und IFN-y
werden Thl-Zellen induziert. Dagegen fiihrt die Sekretion antigenpridsentierender DCs von
IL-4 und IL-10 zu einer Th2-Antwort (Abbas et al. 1996; Ho & Glimcher 2002). Neben
dominierenden Zytokinen wird die T-Zell-Polarisierung auch durch die Bindungsstirke des
MHC-II-TCR-Komplexes zwischen antigenprasentierender und T-Zelle beeinflusst. Eine
starke Bindung flihrt eher zu einer Thl-Antwort (Kaiko et al. 2008). In einem gesunden
Organismus besteht ein Gleichgewicht zwischen beiden Th-Antworten, das unter anderem
von regulatorischen T-Zellen gesteuert wird. Bei chronischen Autoimmunerkrankungen liegt
meistens eine liberschieBende Thl-Antwort vor, wihrend bei allergischen Reaktionen eine
Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung Th2 zu beobachten ist (Murphy et al. 2000;
Neurath et al. 2002).

Neuerdings wurde in Mausmodellen mit Autoimmunerkrankungen wie z.B. der
experimentellen Autoimmunenzephalitis eine weitere T-Helferzelle entdeckt, die
hauptsédchlich IL-17 und IL-23 produziert (Aggarwal et al. 2003; Weaver et al. 2006). Initiiert
wird die Th17-Zelle in der Maus durch IL-6 und TGF-B (Bettelli et al. 2006; Mangan et al.
2006). Es ist noch unklar, ob es sich dabei um eine eigene Zelllinie handelt (Harrington et al.
2005; Ivanov et al. 2006; Park et al. 2005), oder ob sich Th17-Zellen aus einer Th1-Antwort
entwickeln (Mathur ef al. 2006). Die Rolle der Th17-Zellen in der Wirtsabwehr ist bis jetzt
noch nicht vollstindig bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass IL-17 die Generierung und
Mobilisierung von Neutrophilen stimuliert (Fossiez et al. 1998) und aullerdem bei der
Abwehr extrazelluldrer Bakterien eine bedeutende Rolle spielt (Stockinger & Veldhoen
2007).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Polarisierung naiver CD4'-T-Zellen und die Funktionen der Th-
Effektorzellen. ThO: naive T-Zelle; TGF-: transforming growth factor-§

Eine weitere Untergruppe der T-Zellen sind regulatorische T-Zellen (T.g). Sie
supprimieren die Aktivierung des Immunsystems und erhalten so die Homdostase des
Abwehrsystems und die Toleranz zu Selbst-Antigenen. Anhand von Experimenten werden
Tie hypothetisch in natiirlich auftretende und induzierte T, eingeteilt (Mittrucker &
Kaufmann 2004).

Natiirliche Ty, differenzieren aus CD4"-T-Zellen im Thymus zu regulatorischen T-Zellen.
Als spezifischer Marker dieser Zellen wird der Transkriptionsfaktor Foxp3 (forkhead box P3)
verwendet (Ramsdell 2003), der von essenzieller Bedeutung fiir die Entwicklung und
Funktion der T, ist (Zheng & Rudensky 2007). Mutationen im Foxp3-Gen fithren sowohl in
der Maus, wie auch im Menschen zu einer todlichen Autoimmunkrankheit, die beim
Menschen als X-linked immunodeficiency syndrome (IPEX) bekannt ist (Brunkow et al.
2001; Powell et al. 1982). Neben Foxp3 wurden noch weitere Oberflichenmarker auf
regulatorischen T-Zellen entdeckt, wie z.B. CD25, CD152 (CTLA-4), CD103 (aE-Integrin)
oder CD134 (0X40), die eventuell weitere Subpopulationen der T, charakterisieren.
Natiirlich auftretende Ty, sind wahrscheinlich fiir die Suppression von Immunantworten
gegen Selbst-Antigene verantwortlich (Schwartz 2005) und unterdriicken hauptsédchlich

APCs, aber auch Effektor-T-Zellen und weitere Komponenten des angeborenen
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Immunsystems. Der Mechanismus ist jedoch noch nicht vollstandig verstanden (Bluestone &
Abbas 2003; Sakaguchi 2005). In vitro Experimente weisen auf einen direkten Zell-Zell-
Kontakt hin (Shevach 2002), wihrend in vivo die Supprimierung durch IL-10 und TGF-
gezeigt werden konnte (Huber et al. 2004; von 2005).

Im Gegensatz zu natiirlich auftretenden Ty, werden induzierte Ty, aus CD4 CD25-T-
Zellen gebildet (Apostolou & von 2004). Fiir die Induktion dieser Zellen scheinen vor allem
TGF-B und/oder IL-10 eine wichtige Rolle zu spielen (Chen et al. 2003; Schramm et al.
2004). Diese Zytokine fiihren vermutlich zur Induktion von Foxp3 in CD4'CD25-T-Zellen,
die dadurch zu CD4"CD25 Foxp3'-T-Zellen konvertiert werden. Auch hier kénnen, wie bei
natiirlichen Ty, zusitzliche Oberflachenmarker exprimiert werden. Es wird vermutet, dass
induzierte Ty, durch die Produktion von IL-10 und/oder TGF-p fiir die Supprimierung von
Immunantworten gegen Fremd- und Selbst-Antigene verantwortlich sind (Bluestone & Abbas
2003).

B-Zellen werden im Knochenmark gebildet. Die spezifischen Rezeptoren der B-Zellen
sind auf der Zelloberfliche als Immunglobuline (Ig) angebracht und erkennen Antigene in
ithrer 16slichen Form. Dies steht im Gegensatz zu T-Zellen, die nur prozessierte Antigene liber
MHC-Molekiile erkennen konnen. Naive B-Zellen werden hauptsdchlich T-Zell-abhéngig
aktiviert. Sie bendtigen zur Aktivierung ein zusitzliches Signal von Th2-Zellen, die fiir das
gleiche Antigen rezeptorspezifisch sind. Durch dieses zweite Signal formt sich die B-Zelle in
eine Plasma- oder Gedichtniszelle um und sezerniert Antikorper, die gegen das spezifische
Antigen gerichtet sind. Einige Antigene, wie z.B. bestimmte Polysaccharide, induzieren eine
T-Zell-unabhidngige Aktivierung der B-Zellen, die zwar zur Bildung von AntikSrper-
produzierenden Plasmazellen, aber nicht zur Bildung von B-Gedichtniszellen fiihrt (Janeway
et al. 2005).

Die sezernierten Antikorper der Plasmazellen wirken gegen extrazelluldre Erreger,
neutralisieren Toxine, opsonieren Bakterien, aktivieren das Komplementsystem und

verhindern die Adhésion und Invasion der Mikroorganismen an bzw. in Wirtszellen.

1.1.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) erfiillen als wichtigste antigenprésentierende Zelle (APCs) die
zentrale Funktion der Aktivierung des adaptiven Immunsystems. Sie entwickeln sich aus
hidmatopoetischen Vorlduferzellen im Knochenmark, zirkulieren als Vorldufer-DCs in Blut
und Lymphe und wandern in peripheres Gewebe. Dort nehmen sie als immature DCs mit

hoher phagozytischer Kapazitit Antigene auf. Nach Antigenaufnahme wandern die
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aktivierten DCs in die sekundidren Lymphorgane und aktivieren dort, durch die Prdsentation
des Antigens und der Expression kostimulatorischer Molekiile, naive T-Zellen (Banchereau et
al. 2000; Banchereau & Steinman 1998; Huang & MacPherson 2001; Lanzavecchia &
Sallusto 2001; Pulendran et al. 2001). Neben der Antigenpridsentation und der Aktivierung
von T-Zellen (Cella et al. 1997) induzieren DCs durch die Prisentation korpereigener
Antigene auch Toleranz in T-Zellen (Steinman & Nussenzweig 2002; Steinman et al. 2003).
AulBlerdem tragen DCs durch Stimulation der T-Zell-Rezeptoren zur Erhaltung von naiven und
T-Gedichtnis-Zellen bei (Brocker 1997; Ridge et al. 1998).

Die Aufnahme von Antigenen durch DCs findet iiber Endozytose (Sallusto &
Lanzavecchia 1994; Sallusto et al. 1995), Phagozytose (Inaba et al. 1993; Moll et al. 1993)
und Pinozytose (Sallusto et al. 1995) statt. Durch die rezeptorinduzierte Endozytose und
Phagozytose werden makromolekulare Bestandteile iiber die Plasmamembran aufgenommen.
Fir die Endozytose exprimieren immature DCs verschiedene Rezeptoren auf ihrer
Oberfliche, unter anderem Fc-Rezeptoren (FcR) fiir Immunglobuline (Esposito-Farese et al.
1995; Fanger et al. 1996), Komplementrezeptoren CR3 und CR4 (Reis e Sousa & Austyn
1993), Rezeptoren fiir Hitzeschockproteine (Binder et al. 2000; Arnold-Schild et al. 1999)
und Scavenger-Rezeptoren (Platt & Gordon 1998). Die Liganden der Scavenger-Rezeptoren
sind hauptsédchlich bakterielle Lipoproteine, sie konnen aber auch apoptotische Zellen binden
(Nakamura et al. 2001; Platt et al. 1998). Mono- und Oligosaccharide konnen durch C-Typ
Lektine, wie z.B. den Makrophagen-Mannose-Rezeptor (Nakamura et al. 2001; Sallusto et al.
1995) oder DEC205 (Jiang et al. 1995) gebunden werden. Die Makropinozytose, bei der DCs
groBe Mengen extrazelluldrer Flussigkeit in ihre Vesikel aufnehmen, erfolgt
rezeptorunabhingig. Die Pinozytose erlaubt eine konstante, schnelle und unspezifische
Aufnahme von Antigenen, die in der umgebenen Fliissigkeit enthalten sind (Sallusto et al.
1995). Mit der Antigenaufnahme beginnt ein kontinuierlicher Reifungsprozess dendritischer
Zellen. Neben Bestandteilen von Mikroorganismen konnen auch korpereigene
immunologische Mechanismen die Reifung dendritischer Zellen induzieren (Medzhitov &
Janeway, Jr. 1997; Regnault et al. 1999). Diese immunologischen Mechanismen umfassen die
lokale Sekretion proinflammatorischer Zytokine (Aliberti ef al. 2000; Reis e Sousa 2001), die
Aufnahme von Immunkomplexen iiber Fc-Rezeptoren oder die Aufnahme von Bestandteilen
sterbender Zellen.

Zu Beginn des Reifungsprozesses sezernieren DCs proinflammatorische Zytokine, die
andere immunkompetente Zellen anlocken. Die Endoyztose- und Phagozytose-Aktivitit

nimmt wihrend des Reifungsprozesses durch Aufnahme der Rezeptoren in das Zellinnere ab
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(Thery & Amigorena 2001; West et al. 2004). Zusétzlich werden Oberflichenrezeptoren, wie
z.B. Chemokin-Rezeptor (CCR) 1, CCR2, CCR5 und CCR6, die unreife DCs zu
Entziindungsorten im Organismus leiten, weniger exprimiert (Sallusto et al. 1998). Dadurch,
sowie durch die Expression des Chemokin-Rezeptors 7 (CCR7), der fiir die Migration
dendritischer Zellen in die mesenterialen Lymphknoten verantwortlich ist, verlassen DCs das
entziindete Gewebe und migrieren in das lymphatische Gewebe. CCR7 bindet an die beiden
Chemokin-Liganden (CCL) 19 und CCL21. Durch die Produktion von CCL21 im
lymphatischen Endothel (Banchereau & Steinman 1998; Sallusto ef al. 1998) und die CCL19-
Produktion in den T-Zell-Zonen der sekundiren Lymphorgane (Baekkevold ez al. 2001) wird
die Migration dendritischer Zellen in die mesenterialen Lymphknoten gesteuert. CCL19 lockt
neben DCs auch naive T-Zellen an.

Weitere Schritte im Reifungs- und Maturationsprozess dendritischer Zellen sind die
Prozessierung und Prisentation der Antigene iiber MHC-Molekiile. Intrazelluldre Antigene
werden im Zytosol von Proteasomen (= multikatalytische Proteasen) abgebaut und iiber
MHC-Klasse-I priasentiert, wihrend extrazelluldre Antigene durch Proteasen in angesduerten
Endosomen gespalten und iiber MHC-Klasse-1I an die Zelloberflidche transportiert werden.
Nach der Migration in die lymphatischen Organe présentieren DCs die aufgenommenen und
prozessierten Antigene an Lymphozyten. Dabei exprimieren DCs Adhisionsmolekiile, wie
B1- und B2-Integrine und Mitglieder der Immunglobulinfamilie, zu denen unter anderen CD?2,
CD54 (ICAM1), CD50 (ICAM3) und CD58 (LFA-3) zdhlen, die es T-Zellen ermdglichen an
antigenprasentierende DCs zu binden. Die Zell-Zell-Interaktion wird zusétzlich durch ein
Chemokin (DC-CK1) unterstiitzt, das von DCs sezerniert wird und speziell T-Zellen anlockt
(Adema et al. 1997). Die Ausbildung von Dendriten vergroBert die Oberfliche dendritischer
Zellen und ermoglicht die gleichzeitige Prasentation des Antigens an mehrere Lymphozyten.
Zur Aktivierung der T-Zelle miissen DCs noch zusitzlich kostimulatorische Molekiile
exprimieren, wie z.B. CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2), die mit CD28 bzw. CD152 (CTLA-4)
auf T-Zellen interagieren. Auch CD40 dient als kostimulatorisches Molekiil, das an CD40
Liganden auf T-Zellen bindet. Neben der Aktivierung von T-Zellen fiihrt die Bindung des
CD40 Liganden auch zur vermehrten Bildung von B7-Molekiilen auf DCs, wodurch die T-
Zell-Proliferation weiter angeregt wird (Grewal & Flavell 1998). Ist es DCs moglich T-Zellen
zu aktivieren, haben sie ihren Reifungsprozess abgeschlossen und werden als mature DCs
bezeichnet.

Ein besonderes Merkmal der DC-Familie ist die auBergewohnlich heterogene

Zellpopulation, die wahrscheinlich auf unterschiedliche Entwicklungen der Vorldufer-DCs
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und auf verschiedene Lokalisierungen im Gewebe zuriickzufiihren ist. Zur DC-Familie
gehoren unter anderem die epidermalen Langerhans-Zellen, die interstitiellen DCs in den
verschiedenen Organen, die DCs in den T-Zell-reichen Gebieten der Lymphgewebe, sowie
die DCs im Thymus (Banchereau & Steinman 1998).

Im murinen System gilt CD11c als gemeinsames charakteristisches Merkmal der DCs. Je
nach exprimierten  Oberflichenmolekiilen werden weitere DC-Subpopulationen
unterschieden. Eine erste Einteilung findet zwischen myeloiden (mDCs) und plasmazytoiden
(pDCs) DCs statt. Myeloide DCs exprimieren neben CD11c auch CDI11b und beinhalten
migratorische wie auch Lymphgewebe-resistente DCs (Shortman & Naik 2007).
Plasmazytoide DCs sind durch die zusitzliche Expression von B220 gekennzeichnet und
produzieren nach viralen oder anderen mikrobiellen Infektionen grole Mengen an Typ-I
Interferonen. Diese Interferone verhindern die virale Replikation und aktivieren andere
Immunzellen, weshalb pDCs eine wichtige Rolle bei der Eliminierung von Viren zufillt (Liu
2005; O'Keeffe et al. 2002; Yoneyama et al. 2004). Im murinen System werden noch weitere
Subpopulationen durch die Expression von CD11b, CD8 und CD4 unterschieden (Ardavin
2003; Kelsall & Leon 2005; Shortman & Naik 2007). Von einer Einteilung beziiglich des
myeloiden und lymphoiden Ursprungs dendritischer Zellen wird mittlerweile Abstand
genommen. Es konnte gezeigt werden, dass sich alle DC-Subpopulationen aus beiden
Vorlduferzellen entwickeln konnen (Chicha et al. 2004; Manz et al. 2001; Shigematsu et al.
2004; Traver et al. 2000; Wu et al. 2001). Die Entwicklung der Vorlduferzellen hingt
vielmehr von der Expression des Flt3 (FMS-like tyrosin kinase 3) —Rezeptors ab (D'Amico &
Wu 2003; Karsunky et al. 2003; Karsunky et al. 2005).

1.2 Das Immunsystem des Darmes

Der Darm, mit seiner Oberfliche von 200-300 m?, bietet Mikroorganismen einen riesigen
Lebensraum. FEine besondere Aufgabe des Gastrointestinaltraktes besteht neben der
Resorption von Wasser und Nahrstoffen in der Abwehr von Pathogenen. Erstaunlicherweise
ist es dem Darmimmunsystem moglich kommensale Mikroorganismen zu tolerieren, wihrend
es gleichzeitig Pathogene eliminiert.

Die erste unspezifische Immunantwort des Darmes, die das Eindringen von Bakterien
verhindert, ist die Epithelbarriere und der durch Becherzellen produzierte Mukus. Panethsche
Zellen, die in den Krypten zwischen den Epithelzellen angesiedelt sind, sezernieren zusétzlich
antimikrobielle Peptide (z.B. Defensine) und Enzyme, die sich im Mukus anreichern und

wirkungsvoll Bakterien abtoten. In der Schleimschicht befindet sich auBerdem
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Immunglobulin (Ig) A, das von B-Zellen (so genannte B-1 Zellen) in der Lamina propria
sekretiert und durch Transzytose der Epithelzellen in das Lumen abgegeben wird. Die
sezernierten Immunglobuline binden an Darmpathogene und deren toxische Produkte und
filhren zur Opsonierung der Mikroorganismen, bzw. zur Neutralisierung von Toxinen. Die
Besonderheit der IgA-Produktion ist die T-Zell-unabhidngige Sekretion und die geringe
Diversitit dieser Rezeptoren. Die Immunreaktion wird daher eher der angeborenen als der
adaptiven Abwehr zugerechnet (Fagarasan & Honjo 2000; Macpherson et al. 2000). Eine
weitere Ausnahme des adaptiven Immunsystems bilden die im Darmepithel angesiedelten,
meist CDS", intraepithelialen T-Zellen (IEL). Das Auffallende der IEL ist der hohe Anteil an
T-Zellen, die einen y:8 T-Zellrezeptor anstelle des sonst iiblichen a:B-Rezeptors tragen. Die
genaue Funktion dieser T-Zellen ist noch nicht bekannt. Es gibt jedoch Hinweise, dass y:0 T-
Zellrezeptoren weniger antigenspezifisch wirken und durch Liganden aus infizierten
Epithelzellen aktiviert werden (Hayday 2000).

Besonders gut ausgebildet ist das adaptive Immunsystem des Darmes, das so genannte
GALT (gut associated lymphoid tissue) (Abb. 1). Neben organisierten Strukturen, wie z.B. die
Peyerschen Plaques des Diinndarms, die Lymphfollikel des Kolons, sowie die mesenterialen
Lymphknoten umfasst das GALT auch die diffus verteilten Immunzellen in der Lamina
propria. Die organisierten Strukturen des GALTs zeigen einen &hnlichen Grundaufbau, der
sich in T- und B-Zell-Regionen gliedert. Durch diesen Aufbau ist eine effektive Prisentation

von Antigenen durch APCs an naive T-Zellen moglich.
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Darmimmunsystems. Peyersche Plaques und mesenteriale
Lymphknoten bilden die organisierten Lymphorgane, in denen die Induktion von Immunantworten stattfindet.
Die Beseitigung der Mikroorganismen findet in der Lamina propria und im Epithel statt. Die Lamina propria und
Peyerschen Plaques (PP) werden von afferenten lymphatischen Gefaen durchlaufen, die zu den Lymphknoten
fihren. IEL: Intraepitheliale Lymphozyten, IFR: intrafollikulare Region, IgA: Immunglobulin A, SED:
subepithelialer Dom. Verdndert nach Mowat et al. (Mowat 2003).

1.2.1 Antigenaufnahme im Darm

Die Antigenaufnahme findet hauptsichlich in den Peyerschen Plaques iiber spezialisierte
Epithelzellen, den so genannten Microfold-(M) Zellen statt, die fiir Antigene passierbar sind.
Unterhalb der M-Zellen nehmen APCs das Antigen auf und wandern zur Prédsentation in die
darunter liegenden T- und B-Zell-Regionen der Peyerschen Plaques (Abb. 1).
Mikroorganismen, die iiber Verletzungen der epithelialen Barriere eingedrungen sind, werden
von APCs in der Lamina propria aufgenommen und entweder intraepithelialen Lymphozyten
(IEL) im Epithel oder, nach Migration in die mesenterialen Lymphknoten, naiven T-Zellen
prasentiert. Losliche Antigene im Lumen konnen auch iiber Rezeptoren auf Epithelzellen
(z.B. dem ,,neonatalen Fc-Rezeptor fiir [gG) aufgenommen und vom Lumen in die Lamina
propria transportiert werden (Israel ef al. 1997). DCs besitzen einen weiteren Mechanismus
zur luminalen Antigenaufnahme, indem sie Dendriten bilden, die sie zwischen Epithelzellen

in das Lumen strecken (Niess et al. 2005; Rescigno et al. 2001).
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1.2.2 Dendritische Zellen im Darm

Aufgrund der hohen Dichte an Mikroorganismen im Darmlumen besitzen DCs des GALTs
im Vergleich zu nichtmukosalen DCs besondere Eigenschaften, die iiberschieende

Immunantworten verhindern und das Immunsystem des Darmes im Gleichgewicht halten.

(1) Mukosale DCs produzieren als Antwort auf mikrobielle Produkte hauptsidchlich
antiinflammatorische Zytokine wie z.B. IL-10 und TGF-f (Iwasaki & Kelsall 2001; Sato
et al. 2003). Diese Konditionierung der mukosalen DCs wird vermutlich durch
Epithelzellen, die bestimmte Faktoren wie z.B. TSLP (thymic stromal-derived
lymphopoietin) produzieren, beeinflusst (Rimoldi ez al. 2005).

(2) Mukosale DCs polarisieren T-Zellen eher in Richtung Th2 oder induzieren
regulatorische T-Zellen (Everson et al. 1996; Iwasaki & Kelsall 1999).

(3) DCs des GALTs aktivieren B-1-Zellen, die infolgedessen Antikdrper des Isotyps IgA
produzieren. IgA wirkt an Korperoberflichen, auf denen es die Anlagerung von
Bakterien oder Toxinen an Epithelzellen verhindert (Mora et al. 2006; Shikina et al.
2004).

(4) AuBerdem aktivieren mukosale DCs naive CD8"-T-Zellen und induzieren auf deren
Oberfliche die Expression von Chemokin-Rezeptor 9 (CCR9) und Integrin (a4f7). Beide
Oberflachenmolekiile fiihren zu einer schnellen Migration der T-Zellen in entziindete
Areale der Lamina propria. (Johansson-Lindbom et al. 2003; Mora et al. 2003; Stagg et
al. 2002).

Trotz dieser speziellen Eigenschaften mukosaler DCs ist bislang noch nicht vollstindig
geklért, wie das Darmimmunsystem zwischen Pathogenen und Kommensalen unterscheidet.
Nach neuesten Erkenntnissen erhalten DCs nach Kontakt mit Pathogenen noch ein zweites
inflammatorisches Signal {iber infizierte Epithelzellen. Dieses zweite Signal, das bei Kontakt
mit Kommensalen nicht induziert wird, fiihrt zur Produktion proinflammatorischer Zytokine
und zur vollstindigen Aktivierung der DCs. Durch die Aktivierung mukosaler DCs findet im
weiteren Verlauf eine Aktivierung und Polarisierung der T-Zellen statt (Iwasaki 2007; Kelsall

& Leon 2005; Rakoff-Nahoum et al. 2004; Rescigno & Chieppa 2005; Sato & Iwasaki 2004).

DC-Subpopulationen im Darm
In Peyerschen Plaques, mesenterialen Lymphknoten und in der Lamina propria finden sich
dhnliche DC-Subpopulationen, die sich in ihrer prozentualen Verteilung unterscheiden (Tab.

1) (Iwasaki 2007; Johansson & Kelsall 2005; Kelsall & Leon 2005).
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Tab. 1: Murine DC-Subpopulationen, Lokalisierung und Funktionen in Peyerschen Plaques (PP),
mesenterialen Lymphknoten (mLK) und Lamina propria (LP). IFR: interfollikulare Region, SED:
subepithelialer Dom, FAE: follikulares-assoziiertes Epithel. Verdndert nach (Johansson & Kelsall 2005).

Subpopulationen Lokalisierung Funktion
PP: Produzieren viel IL-12, wenig IL-10; prasentieren Antigene
Dllc : = .  wenig P &
CD11e PP: IFR des Reovirus an CD4"-T-Zellen.
CD11b LK: 9
CDh4 mLA: mLK: Produzieren viel IL-12.
+ .9
CDS8aq, LP: ? LP: ?
PP: Produzieren viel IL-10, wenig IL-12 (Iwasaki & Kelsall
1999); induzieren IL-10-produzierende T,,-Zellen, sowie T-
+ Zellen, die B-Zellen zur IgA-Produktion aktivieren (Sato ef al.
CD11b" o
CD4 mLK: " mLK: ?
CD8a’ LP: verteilt LP: Akkumulieren in entziindeten Arealen (Karlis et al. 2004).
Nehmen Bakterien im terminalen Ileum auf, u.a. auch durch
intraepitheliale Dendriten (Niess et al. 2005).
PP: Produzieren viel IL-12, wenig IL-10 (Iwasaki & Kelsall
CD11c* PP: FAE, SED, 1999); nehmen Reovirus-infizierte apoptotische Epithelzellen
¢ IFR{ B-Zell- im SED auf. Prisentieren Antigene des Reovirus an CD4"-T-
CD11b Follikel Zellen.
CD4
mLK: ? .9
CDSo" mLK: ?
LP: verteilt LP: Exprimieren IL-23 im nicht-entziindlichen Zustand.
Antigenaufnahme im terminalen Ileum (Becker et al. 2003).
CD11c™ PP: SED, IFR PP/mLK: Produzieren IFN-a. Schwache Stimulatoren von
CD11b mLK:: T-Zell- ?ntiierlll-speziﬁschen T-Zellen. Induzieren IL-10-produzierende
B220" Zonen reg~&CLICN
CD8a™ LP: 2 LP: Akkumulieren in entziindeten Arealen (Karlis ez al. 2004).

1.2.3 Mikroflora

Der menschliche Gastrointestinaltrakt wird von ungefdhr 10" - 10" Mikroorganismen

besiedelt, wobei Eubakterien den grofiten Anteil bilden (Guarner & Malagelada 2003; Sears

2005; Steinhoff 2005). Trotz dieser hohen Dichte an Bakterien zeigt sich erstaunlicherweise

eine geringe Diversitit der Bakterienstimme (hauptsichlich Bacteroidetes und Firmicutes),

unter denen die Gattungen Bacteroidales, Bifidobacterium, Enterobacteriaceae, Clostridiales

und Lactobacillales dominieren (Backhed et al. 2005; Sears 2005). Mehr als 90 % der

Darmflora sind obligate Anaerobier. Die Bakteriendichte nimmt vom Magen zum Dickdarm
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konstant zu und betrigt im Kolon etwa 10'°-10'? Bakterien pro Gramm. In den ersten
Lebensjahren entwickelt jeder Mensch durch Selektionsdruck des Darmtraktes eine
spezifische Zusammensetzung an Mikroorganismen (Zoetendal et al. 1998). Diese spezifische
Darmflora kann sich im Laufe des Lebens durch Diédten, kulturelle Begebenheiten, Alter und
Antibiotika-Einnahme verdndern (Berg 1996; Bocci 1992).

Die natiirliche Darmflora bringt dem Wirt einige Vorteile. Sie baut fir den Korper
unverdauliche Bestandteile der Nahrung ab und versorgt ihn mit Energie (Guarner &
Malagelada 2003; Sears 2005). Sie erschwert die Kolonisierung durch pathogene
Mikroorganismen (Goldin 1998), stimuliert die Entwicklung des Immunsystems (Rhee et al.
2004) und regt die Peristaltik des Darmes an. Des Weiteren ist die Darmflora durch den
Abbau kanzerogener Stoffe an der Entgiftung und an der Versorgung des Wirtes mit Vitamin
K- und Vitamin B-Komplexen beteiligt (Berg 1996; Hill 1997).

Zum Erhalt der natiirlichen Darmflora, bei gleichzeitiger Abwehr enteropathogener
Bakterien stehen dem Immunsystem komplexe regulatorische Mechanismen zur Verfiigung.
Dysregulationen des Immunsystems konnen zu iiberschieBenden Immunantworten fiithren und
Autoimmunerkrankungen hervorrufen. Ein Beispiel dafiir sind chronisch entziindliche

Darmerkrankungen.

1.3  Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) sind meist in Schiiben verlaufende,
entziindliche Erkrankungen des Darmes, die bisher nicht heilbar sind. Die bekanntesten
Vertreter sind Morbus Crohn und Kolitis ulzerosa, die anhand der auftretenden
Krankheitsbilder unterschieden werden. Bei Morbus Crohn kann die Entziindung im gesamten
Magen-Darm-Trakt auftreten. Bevorzugt befallen sind jedoch der untere Diinndarm
(terminales Ileum), sowie der Beginn des Dickdarmes. Charakterisierend fiir Morbus Crohn
ist der diskontinuierliche, segmentale Befall, der alle Schichten der Darmwand betreffen
kann. Im Gegensatz zum Morbus Crohn ist die Entziindung der Kolitis ulzerosa auf den
Dickdarm begrenzt. Meistens beginnt die Erkrankung im Rektum und breitet sich im weiteren
Verlauf unterschiedlich weit in Richtung des proximalen Dickdarms aus. Die entziindlichen
Prozesse der Kolitis ulzerosa sind auf die Darmschleimhaut (Mukosa und Submukosa)
begrenzt.

Beide Krankheitsbilder zeigen &hnliche klinische Symptome, die heftige Durchfille,
krampfartige Bauchschmerzen, Gewichtsverlust, Ubelkeit, Animie und Fieber umfassen. Bei

Morbus Crohn treten vermehrt Fisteln, Abszesse, Diinndarmkarzinome, intestinale Blutungen,
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und bei ca. 20-30 % der Patienten ein Darmverschluss (Ileus) auf. Dagegen leiden Kolitis
ulzerosa-Patienten unter erhdhtem Kolonkarzinomrisiko (Fiocchi 1998; Podolsky 1991). Im
weiteren Verlauf der Krankheiten konnen extraintestinale Manifestationen auftreten. Am
hiufigsten sind dabei die Gelenke (Arthritis), aber auch die Unterschenkel (Erythema

nodosum) und die Augen (z. B. Uveitis) betroffen.

1.3.1 Epidemiologie

Weltweit erkranken etwa 20-150 Personen auf 100.000 Einwohner pro Jahr an Morbus
Crohn. Besonders betroffen sind dabei westliche Industrieldnder. Die Zahl der Erkrankung ist
immer noch steigend und hat sich seit 1960 um das 8-10fache erhoht. Bei der Kolitis ulzerosa
beobachtet man unabhingig des Lebensstandards eine stabile weltweite Inzidenz von 10-20
Personen auf 100.000 Einwohner pro Jahr. Das Erkrankungsalter liegt bei beiden Féllen
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr. Dabei sind beide Geschlechter ungeféhr gleich haufig
betroffen (Lakatos 2006; Loftus, Jr. 2004; Macdonald & Monteleone 2005).

1.3.2 Therapie

Die medikamentdse Heilung der Erkrankungen gelingt bisher nicht. Die Therapie beider
Krankheitsbilder zielt auf eine Reduktion des Entziindungsprozesses ab. Bei leichten bis
mittelschweren  Entziindungen (besonders bei Befall des Dickdarms) werden
5-Aminosalicylsduren (z.B. Mesalazin und Sulfasalazin) verwendet. Dagegen werden
Glukokortikoide bei schweren Krankheitsverldufen eingesetzt. Als Glukokortikoide werden
hiufig lokal wirkende Kortison-Abkémmlinge (Budesonid) eingesetzt, deren
Nebenwirkungen deutlich geringer sind. Bei Unvertraglichkeiten bzw. nicht Anspringen einer
Kortison-Therapie werden Immunsuppressiva (Azathioprin, 6-Mercaptopurin  oder
Ciclosporin A bzw. Tacrolimus) verwendet. Patienten in Remission (temporéres Nachlassen
der Krankheitssymptome) werden mit S5-Aminosalicylsdure oder dem probiotischen
Bakterium E. coli Nissle behandelt. Ist bei starken Entziindungen trotz Einsatz von
Medikamenten keine Besserung zu beobachten, miissen Teile des Darmes, bzw. bei Kolitis

ulzerosa der gesamte Dickdarm, operativ entfernt werden.

1.3.3 Etiologie

Die Krankheitsursache der CED ist trotz intensiver Bemiihungen noch nicht vollstdndig

geklért. Die Forschungsergebnisse weisen auf vier Faktoren hin, die bei der Entstehung der
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Erkrankungen zusammenspielen: (i) genetische Pridisposition, (ii) Umwelteinfliisse, (iii)
Mikroflora und (iv) eine Dysregulation des Immunsystems.

Erste Anzeichen fiir eine genetische Pridisposition chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen wurden durch erhohte Pridvalenzen in bestimmten ethnischen
Bevolkerungsgruppen, sowie durch vermehrtes Auftreten der Erkrankungen innerhalb einer
Familie erkannt. Verwandte ersten Grades erkranken an Morbus Crohn 15-35 mal, bzw. an
Kolitis ulzerosa 7-15 mal héufiger als unvorbelastete Personen (Orholm et al. 1991). In
Zwillingsstudien kann eine hohere Pridvalenz bei monozygoten Zwillingen verglichen mit
dizygoten Zwillingen beobachtet werden (Tysk ef al. 1988). Durch genomweite
Kopplungsanalysen konnten neun Suszeptibilititsloci in verschiedenen chromosomalen
Regionen identifiziert werden (Bonen & Cho 2003; Cho & Abraham 2007). Eine eindeutige
Assoziation mit Morbus Crohn wurde allerdings bis jetzt nur auf Chromosom 16 durch
Mutationen im Nod2/CARD (caspase recruitment domain) 15 Gen gezeigt (Newman &
Siminovitch 2005). Die mit der Pathogenese assoziierten Gene regulieren angeborene
Immunantworten und unterstiitzen die Funktionen der mukosalen Barriere (Sartor 2006).

Zu den umweltbedingten Faktoren zihlen unter anderem Rauchen, Erndhrung, Stress und
Hygiene (Fiocchi 1998). Die genaue Wirkung dieser Faktoren ist noch weitgehend unklar. Es
wird vermutet, dass sie einen Einfluss auf die mukosale Barriere, das Immunsystem oder auf
die luminale Umgebung ausiiben und damit die Suszeptibilitit gegeniiber CED erhohen
(Sartor 2006). Durch Rauchen konnte bei Morbus Crohn-Patienten eine Verschlechterung des
Entziindungszustandes beobachtet werden, wéhrend bei Kolitis ulzerosa eine Besserung
eintritt (Fiocchi 1998). Hinsichtlich der Erndhrung konnte bislang kein Einfluss auf Morbus
Crohn oder Kolitis ulzerosa nachgewiesen werden (Fiocchi 1998). Allerdings konnte gezeigt
werden, dass die Einnahme von Aluminium und Eisen als Adjuvants wirkt und die Virulenz
von Bakterien steigert (Perl et al. 2004). Psychosomatische Ursachen der CED konnten durch
Studien nicht bestdtigt werden. Héufig auftretende Depressionen sind eher eine Folge der
chronischen Erkrankung und der damit verbundenen Beeintrdchtigung der Lebensqualitit
(Lerebours et al. 2007). Allerdings beglinstigt Stress bei Remissionspatienten ein erneutes
Auslosen der Entziindung (Mawdsley & Rampton 2005). Auffillig bei Morbus Crohn ist die
hohe Zahl der Patienten in westlichen Industrieldndern, sowie die steigende Patientenzahl in
Entwicklungslédndern. Daher wird ein zunehmender Hygienestatus mitverantwortlich fiir die
Erkrankung gemacht (Gent et al. 1994; Hampe et al. 2003).

CED-Patienten zeigen systemische Dysregulationen des Immunsystems, die durch

Aktivierung der unspezifischen und adaptiven Immunantwort, sowie durch Toleranzverlust
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gegeniiber Kommensalen gekennzeichnet ist (Duchmann et al. 1995; Sartor 2006). Im
entziindeten Gewebe wurden Infiltrate von DCs, Makrophagen und Lymphozyten und ein
deutlicher Anstieg proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-1B, TNF und IL-8 beobachtet
(Sartor 2006). Es konnte eine vermehrte Expression von TLRs und Adhésionsmolekiilen auf
Epithelzellen gezeigt werden, durch die eine Aktivierung und Migration weiterer
Immunzellen in das entziindete Gewebe begilinstigt wird (Baumgart & Carding 2007; Sartor
2006). Beziiglich der T-Zell-Antworten unterscheiden sich Morbus Crohn und Kolitis
ulzerosa. Bei Morbus Crohn liegt eine Thl-vermittelte Antwort vor, die eine starke IFN-y und
IL-12p40 Produktion bewirkt. Die Induktion der Th1-Zellen findet iiber APCs statt, die IL-12
und IL-18 sezernieren. Thl-Zellen aus Morbus Crohn-Patienten scheinen gegeniiber
Apoptose resistent zu sein und halten so den Entziindungsprozess in Gang (Itoh et al. 2001).
Bei Kolitis ulzerosa liegt dagegen eher eine Th2-Antwort vor. Allerdings ist der Anstieg von
IL-4 und IL-5, die normalerweise in Th2-Antworten produziert werden, nicht permanent
erkennbar. Die Th2-Antwort bei Kolitis ulzerosa ist aulerdem durch eine IL-13 Produktion
der natiirlichen Killerzellen gekennzeichnet. Die vermehrte IL-13 Produktion fiihrt dabei zu
einer zusitzlichen Schidigung des Epithels im Kolon (Fuss et al. 1996; Fuss et al. 2004).

Eine wichtige Rolle bei der Entstehung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen spielt
die Mikroflora. Dies bestitigen murine Kolitismodelle, in denen Tiere unter spezifisch-
pathogenfreien (SPF) -Bedingungen eine Kolitis entwickeln, wéhrend die Tiere unter
keimfreien Bedingungen gesund bleiben (Sartor 2004a). Des Weiteren kann in CED-Patienten
durch die Behandlung mit Antibiotika eine Verbesserung der Entziindung, insbesondere bei
Morbus Crohn, festgestellt werden (Sartor 2004b). Der Mechanismus, durch den Bakterien an
der Erkrankung beteiligt sind, bedarf noch weiteren Untersuchungen. Studien zeigen eine
Verschiebung der Bakterienzusammensetzung bei CED-Patienten. Im Darm dieser Patienten
werden vermehrt Bacteroides, E. coli und Enterkokken und eine reduzierte Anzahl
Bifidobakterien und Lactobacillen beobachtet (Sartor 2004a). Dadurch entsteht vermutlich ein
proinflammatorisches luminales Milieu, das chronische Entziindungen fordert. CED-Patienten
zeigen aullerdem eine reduzierte Fahigkeit Bakterien zu eliminieren. Es konnte eine erhohte
Anzahl adhirenter Bakterien in der Mukosa, sowie resistenter Bakterien im Gewebe von
Morbus Crohn- und Kolitis ulzerosa-Patienten beobachtet werden (Sartor 2004a; Swidsinski
et al. 2002). Morbus Crohn-Patienten zeigen aulerdem eine verminderte Defensin-Produktion
(Wehkamp et al. 2005).

Neben diesen vier Faktoren werden als Ursache chronisch entziindlicher

Darmerkrankungen auch krankheitserregende Keime diskutiert. Besonders Mycobacterium
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avium subsp. paratuberculosis wird in Studien als moglicher Erreger erwogen. Dieses
Bakterium fiihrt in Rindern zur Johnschen Krankheit (Paratuberkulose), die histologisch dem
Morbus Crohn sehr &dhnlich ist. Morbus Crohn-Patienten weisen einen erhdhten
Serumantikorpertiter gegen Mycobacterien, sowie eine erhohte Anzahl des Bakteriums auf
(Chamberlin et al. 2001; Chiodini et al. 1984; Collins et al. 2000; Fiocchi 1998; Hulten et al.
2001). Allerdings konnen sichere Nachweise zur Krankheitsentstehung bislang nicht erbracht
werden (Hyams 2000; Karlinger ef al. 2000). Bei Morbus Crohn steht auBBerdem ein Subtyp
der Spezie Escherichia coli in Verdacht bei der Pathogenese beteiligt zu sein (Darfeuille-

Michaud et al. 1998).

1.4 Tiermodelle zur Untersuchung chronisch entziindlicher Darmerkrankungen

Durch Tiermodelle kénnen wichtige Krankheitsaspekte in vivo reproduzierbar untersucht
werden. Im Gegensatz zur Patientenuntersuchung konnen hier zeitliche Verldufe und
pathophysiologische Verdnderungen vor dem Krankheitsausbruch untersucht werden.
AuBlerdem ist es moglich, Aussagen iiber Umweltfaktoren und Nahrungsantigene durch
spezielle Haltungsmethoden (konventionelle, pathogenfreie und keimfreie Haltung), sowie
der Futterzusammensetzung zu treffen. Ein ganz entscheidender Vorteil ist die Untersuchung
genetischer Faktoren. Durch genetische Modelle kénnen immunregulatorische Signalwege
analysiert und spezifische Therapeutika identifiziert werden. Formal werden CED-
Tiermodelle in vier Kategorien eingeteilt (Tab. 2). In spontanen oder chemisch induzierbaren
Modellen werden immunkompetente Wirte eingesetzt, wihrend adoptive Transfermodelle von
immunkomprimierten Organismen ausgehen. In genetisch manipulierten Modellen werden in

das Erbgut entweder Gene eingeschleust (transgen) oder deletiert (knock-out).
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Tab. 2: Einteilung der CED-Tiermodelle

Modell Beispiele

Spontane Mausmodelle C3H/HeJBir (Sundberg ef al. 1994)

DSS (dextran sulfate sodium) (Mahler et al. 1998)
Chemisch induzierte Modelle TNBS (trinitrobenzene sulfonic acid) (Neurath ef al. 1995)

Oxazolon (Boirivant et al. 1998)

Transfer von CD4 CD45RB" in SCID- (severe combined
Adoptiver Zelltransfer Modelle immunodeficiency) oder RAG- (recombinase-activating gene) -
defiziente Mause (Corazza et al. 1999; Powrie et al. 1993)

T-Zell-Rezeptor-a-defiziente Maus (Mombaerts et al. 1993)
IL-2-defiziente Maus (Sadlack et al. 1993)

Genetisch manipulierte IL-10-defiziente Maus (Kuhn et al. 1993)

Modelle
Gai2-defiziente Maus (Rudolph ef al. 1995)

STAT (signal transducer and activator of transcription) 4-defiziente
Maus (Wirtz et al. 1999)

Je nach Tiermodell sind unterschiedliche Ursachen an der Kolitisentwicklung beteiligt. Im
Modell der C3H/HeJBir Miuse entsteht die spontane Kolitis durch iiberschieBende CD4"-T-
Zellen, die gegen die Mikroflora der Tiere reagieren. Durch DSS (dextran sulfate sodium)
wird dagegen das Epithel zerstort; es entstehen chronische Lisionen, in die Makrophagen und
CD4"-T-Zellen einstrdmen. Im adoptiven Zelltransfermodell konnte im Darm hauptsichlich
IL-12 und eine Polarisierung der transferierten T-Zellen in Thl-Richtung nachgewiesen
werden. Die Mikroflora spielt in diesem System eine bedeutende Rolle, da keimfreie SCID™"-
(severe combined immunodeficiency) oder RAG™- (recombinase-activating gene) Maiuse
schwichere Entziindungen zeigen. In genetisch manipulierten Mausmodellen werden CD4"-
T-Zellen fiir die Entstehung der Entziindungen verantwortlich gemacht. Dabei wird eine
Verschiebung des Th1/Th2 Gleichgewichts hauptsidchlich in Thl-, aber auch in Th2-Richtung
(je nach Tiermodell) beobachtet. Die Stérung des Gleichgewichts kann durch eine
iiberschieBende Reaktion von Effektor-T-Zellen (z.B. STAT4-defiziente Maus) oder durch
eine Funktionseinschrinkung der T, Zellen (z.B. IL-2-defiziente Maus) entstehen (Strober et
al. 2002).
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1.4.1 IL-2-defizientes Mausmodell

Interleukin 2 (IL-2) wird hauptsichlich von aktivierten CD4 -T-Zellen, aber auch von
CD8"-T-Zellen, DCs und thymischen Zellen produziert. IL-2 fordert die Proliferation und
Differenzierung von T-, NK- und B-Zellen, aktiviert Makrophagen und fiihrt durch Apoptose
oder durch aktivierten induzierten Zelltod (activation induced cell death, AICD) zur
Eliminierung selbst-reaktiver T-Zellen (Lenardo 1991; Van et al. 1999). Aulerdem wird IL-2
fiir die Entwicklung, Expansion und Erhaltung regulatorischer T-Zellen benétigt (Fontenot et
al. 2005; Setoguchi et al. 2005). Die Produktion von IL-2 ist in T-Zellen streng reguliert. Die
Signalinduktion verlduft {iber einen spezifischen Multiketten-Rezeptor, der aus den drei
Untereinheiten IL2Ra (CD25), IL-2f (CD122) und der y-Kette (y., CD132) besteht
(Waldmann 2006). Um die genaue Funktion von IL-2 in vivo zu bestimmen, wurden IL-2-
defiziente (IL-2"")-Miuse generiert (Schorle et al. 1991).

IL-2"-Miuse auf BALB/c Hintergrund sterben bereits im frilhen Alter an
Autoimmunreaktionen gegen hematopoetische Zellen und in Folge dessen an Andmie
(Ehrhardt et al. 1997). Dagegen entwickeln sich JL-2"-Miuse auf C57Bl/6 oder
Mischhintergrund in den ersten Lebenswochen unter spezifisch-pathogenfreien (SPF)-
Bedingungen normal, erkranken aber zwischen der vierten bis neunten Woche an einer
autoimmunhdmolytischen Andmie, in deren Folge etwa 50 % der Tiere sterben. Die
iiberlebenden Tiere entwickeln zwischen der sechsten und fiinfzehnten Woche eine Kolitis,
die vergleichbar mit der Kolitis ulzerosa auf den Dickdarm beschriankt ist (Sadlack et al.
1993). Kennzeichnend fiir die Entzlindung ist die Infiltration von Lymphozyten, Plasmazellen
und Granulozyten. Die Bestimmung des intestinalen Zytokinmusters zeigt hauptsidchlich Thl-
Zytokine, wie z.B. IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-a und das dem menschlichen IL-8 homologe KC
(Autenrieth et al. 1997; Meijssen et al. 1998; Waidmann et al. 2002). Dieses Zytokinprofil
dhnelt der Zytokinproduktion bei Morbus Crohn. In Epithelzellen der IL-2""-Miuse wird eine
erhohte Expression von IL-15 beobachtet. IL-15 besitzt dhnliche biologische Eigenschaften
wie IL-2 und wird wahrscheinlich daher vermehrt exprimiert (Ehrhardt ef al. 1997; Meijssen
et al. 1998; Schultz et al. 1999).

Durch Kreuzung der JL-2""-Miuse mit RAG™-Miusen (besitzen weder B- noch T-Zellen)
und JH"-Miusen (besitzen keine B-Zellen) konnten T-Zellen fiir die Entstehung der Kolitis
bei /L-2"-Miusen verantwortlich gemacht werden, da nur /L-2"JH-Miuse weiterhin an
einer Kolitis erkrankten (Ma et al. 1995). Die infiltrierenden T-Zellen waren CD4 -Thl-
Zellen (Sadlack et al. 1995; Simpson et al. 1995). Weitere Untersuchungen zeigten einen
Mangel regulatorischer T-Zellen in IL-2""-Miusen (Malek et al. 2002; Wolf et al. 2001).
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Dieser Tr,-Mangel konnte durch Gabe von IL-2, bzw. IL-2 produzierenden Zellen wieder
aufgehoben werden (Almeida et al. 2002; Furtado et al. 2002; Klebb et al. 1996). Da IL-2 fiir
den Wachstum, sowie den Erhalt von T, eine grofle Rolle spielt (Fontenot et al. 2005;
Setoguchi et al. 2005), wird die Dysregulation der Thl-Antwort weitgehend durch einen
Mangel regulatorischer T-Zellen erklart.

Ein wesentlicher Faktor bei der Entstehung der Kolitis in /L-2""-Miusen ist die intestinale
Mikroflora. Méuse unter konventioneller Haltung entwickeln im Vergleich zu Méusen unter
spezifisch-pathogenfreier (SPF) Zucht eine ausgeprigtere Kolitis (Ehrhardt er al. 1997,
Sadlack et al. 1993; Schultz et al. 1999). Ubereinstimmend damit entwickeln keimfreie Tiere
keine, bzw. nur eine sehr milde, verzdgerte Darmentziindung (Contractor et al. 1998;
Ehrhardt ef al. 1997; Waidmann et al. 2003), die vermutlich durch totes Bakterienmaterial aus
autoklaviertem Futter und Streu hervorgerufen wird. Waidmann et al. konnten zeigen, dass
verschiedene kommensale Bakterienstimme in /L-2”-Miusen unterschiedliches kolitogenes
Potential besitzen. IL-2"-Miuse, die mit Escherichia coli mpk (Max von Pettenkofer)
monokolonisiert wurden, entwickelten nach ca. 20-22 Wochen eine Kolitis, dagegen zeigten
Bacteroides vulgatus mpk-monokolonisierte /L-2"-Miuse selbst nach 33 Wochen keine
auffilligen histologischen Befunde. Mit E. coli mpk und B. vulgatus mpk-kokolonisierte
Maiuse blieben ebenfalls gesund, weshalb B. vulgatus mpk in diesem Mausmodell eine

protektive Wirkung zugeschrieben wurde (Waidmann et al. 2003).

1.4.2 In vitro Modell mit knochenmarksgereiften dendritischen Zellen

DCs spielen bei der Aktivierung des Immunsystems durch die Aufnahme von Antigenen und
der anschlieBenden Pridsentation an naive T-Zellen eine wichtige Rolle. Da E. coli mpk-
kolonisierte JL-2""-Miuse eine Kolitis entwickelten, wihrend B. vulgatus mpk-kolonisierte
Tiere gesund blieben, wurde in vitro untersucht, welchen Einfluss die beiden Bakterien auf
knochenmarksgereifte DCs ausiiben (Frick et al. 2006). Es wurde die Zytokinproduktion und
die Expression der kostimulatorischen und MHC-Klasse-II Molekiile bestimmt. Die
Stimulation dendritischer Zellen mit E. coli mpk fiihrte zu maturierten DCs, die eine hohe
Expression der kostimulatorischen und MHC-Klasse-II Molekiile und einen deutlichen
Anstieg der TNF-a, IL-12 und IL-6 Produktion zeigten. Dagegen produzierten B. vulgatus
mpk-stimulierte DCs hauptsédchlich IL-6, andere Zytokine (TNF-a, IL-12, IL-10) wurden
kaum induziert. Die Expression der kostimulatorischen Molekiile war in diesen DCs gering,
wihrend MHC-Klasse-II stirker exprimiert wurde. B. vulgatus mpk-stimulierte DCs zeigten

im Vergleich zu E. coli mpk-stimulierten DCs nur ein geringes T-Zell-Aktivierungspotential.
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Die Restimulation B. vulgatus mpk-vorbehandelter DCs mit E. coli mpk resultierte in einer
deutlichen Reduktion der TNF-a Sekretion und T-Zell-Aktivierung im Vergleich zu naiven E.
coli mpk-stimulierten DCs. Nur die Produktion von IL-6 blieb unverdndert hoch. Auch durch
die Vorstimulation mit Uberstéinden B. vulgatus mpk-stimulierter DCs und anschlieBender E.
coli mpk-Restimulation wurde eine reduzierte TNF-a Produktion festgestellt. Die geringere
Responsivitit der B. wvulgatus mpk/E. coli mpk-stimulierten DCs konnte durch
neutralisierende Antikorper gegen IL-6 aufgehoben werden, bzw. durch die Vorstimulation
mit rekombinantem IL-6 und anschlieBender E. coli mpk-Restimulation induziert werden
(Frick et al. 2006). Diese Ergebnisse flihrten zu der Vermutung, dass der B. vulgatus
induzierte protektive, antiinflammatorische Effekt gegeniiber einer nachfolgenden Stimulation
mit E. coli auf IL-6 zuriickzufiihren ist (Frick et al. 2006).

Trotz der bekannten proinflammatorischen Eigenschaften von IL-6, konnten neuere
Studien eine IL-6-abhédngige Differenzierung dendritischer Zellen zu einem semi-maturen
Phénotyp (CD40°CD80"MHCII™) zeigen (Frick ef al. 2006; Geisel et al. 2007; Hegde et al.
2004). In diesen semi-maturen DCs lagen funktionelle Einschrankungen in der Migration
dendritischer Zellen zu regiondren Lymphknoten und eine reduzierte T-Zell-Aktivierung vor

(Hegde et al. 2004).

1.4.3 Verwendete Bakterien

Die Gattung Bacteroides umfasst mehr als 30 % der Bakterien im Féces und Mukus und ist
somit ein bedeutender Vertreter im Darmtrakt von Sdugern (Backhed et al. 2005). Der in
dieser Arbeit verwendete Stamm Bacteroides vulgatus mpk ist ein apathogenes,
gramnegatives, obligat anaerobes Stidbchen. Phylogenetische Untersuchungen zeigen eine
starke Verwandtschaft mit Porphyromonas gingivalis, der aufgrund seines Lipid A-Aufbaus
von antigenprisentierenden Zellen hauptsichlich iiber TLR2 erkannt wird (Hirschfeld et al.
2001). Es wird vermutet, dass B. vulgatus aufgrund der engen Verwandtschaft einen
vergleichbaren Lipid A-Aufbau wie P. gingivalis besitzt und Zellen ebenfalls {iber TLR2
aktiviert.

In einigen Tiermodellen zeigten andere B. vulgatus Stimme kolitogene Eigenschaften
(Onderdonk et al. 1987; Rath et al. 1999), wihrend B. vulgatus mpk im IL-2-defizienten
Mausmodell eine protektive Wirkung ausiibt (Waidmann et al. 2003). Der in dieser Arbeit
eingesetzte B. vulgatus mpk wurde aus dem Fices von SPF-kolonisierten /L-2"-Miusen

isoliert und wird im Weiteren als B. vulgatus bezeichnet.
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Escherichia coli wurde 1919 von Theodor Escherich entdeckt. Es handelt sich um ein
gramnegatives, sdurebildendes, fakultativ anaerobes Stibchen, das zur Familie der
Enterobacteriaceae gehort. Die meisten E. coli Staimme sind apathogen und Bestandteil der
menschlichen und tierischen Darmflora. E. coli mpk wurde aus dem Fices von SPF-
kolonisierten /L-2"-Miusen isoliert und wird in der Arbeit als E. coli bezeichnet. Zur
Kontrolle der Apathogenitit dieses Stammes, wurden verschiedene Pathogenitdtsfaktoren
untersucht (z.B. stxI, st-1IB, stll-cB (EHEC), ipaH, ial (EIEC), Eaf-Plasmid, eaeA (EPEC),
LT/H, ST/H (ETEC)). Keiner dieser Faktoren war in E. coli mpk nachweisbar (Waidmann et
al. 2003).

1.5 Fragestellung

IL-2-defiziente-Mause entwickeln unter SPF-Bedingungen eine ausgepragte Kolitis,
wihrend Tiere unter keimfreien Bedingungen gesund bleiben. Die Monokolonisierung der
IL-2""-Miuse mit E. coli fiihrt zur Darmerkrankung, wihrend B. vulgatus-monokolonisierte
Tiere keine Anzeichen einer Entziindung zeigen. In kokolonisierten Tieren kann B. vulgatus
die durch E. coli induzierte Kolitis sogar verhindern. Wildtyp (WT)-Maiuse bleiben
unabhédngig von der Kolonisierung gesund (Waidmann et al. 2003). Die Kolitis der SPF-
kolonisierten Tiere wird aufgrund mangelnder regulatorischer T-Zellen verursacht (Malek et
al. 2002; Wolf et al. 2001), die zu einer iiberschieBenden Thl-Antwort CD4"-Zellen fiihrt
(Ma et al. 1995; Simpson et al. 1995; Strober et al. 2002). Fiir die Aktivierung und
Polarisierung der T-Zellen in der Lamina propria sind im wesentlichen DCs verantwortlich,
die Antigene in der Lamina propria aufnehmen, in die Lymphknoten migrieren und dort naive
T-Zellen stimulieren.

Es sollte untersucht werden, ob die beiden in der natiirlichen Darmflora vorkommenden
Bakterien B. vulgatus und E. coli zu einer unterschiedlichen Modulation intestinaler
dendritischer Zellen in der Lamina propria (LP-DCs) fiihren. Ziel dieser Arbeit war daher die
Charakterisierung intestinaler dendritischer Zellen in der Lamina propria E. coli- und B.
vulgatus-monokolonisierter, sowie E. coli/B. vulgatus-kokolonisierter Tiere. Als Referenztiere
dienten SPF-kolonisierte und keimfreie Tiere. Die dendritischen Zellen der Lamina propria
(LP-DCs) in den unterschiedlich kolonisierten Tiere sollten hinsichtlich des Aktivierungs-
und Maturationszustandes, der DC-Anzahl, der Lokalisierung und der DC-Subpopulationen
untersucht werden.

Vorarbeiten in knochenmarksgereiften DCs zeigen in B. vulgatus-stimulierten DCs die

Induktion eines semi-maturen Phinotyps (CD40°CD80°MHCII™), wihrend E. coli-



1 Einleitung 27

stimulierte DCs zu maturen DCs (CD40™CD80"MHCII™) differenzieren (Frick et al. 2006).
Semi-mature DCs sind in der Literatur im Vergleich zu maturen DCs durch eine reduzierte
CCR7-Expression, ein vermindertes Migrationspotential und ein geringes T-Zell-
Aktivierungspotential beschrieben (Frick et al. 2006; Hegde et al. 2004). LP-DCs der
unterschiedlich kolonisierten /L-2”-Méuse sollten daher auch hinsichtlich ihrer CCR7-
Expression gepriift werden. Zur Bestimmung des Migrationspotentials der LP-DCs in die
mesenterialen Lymphknoten sollte in einem weiteren Schritt die DC-Anzahl und der
Aktivierungszustand dendritischer Zellen in den mesenterialen Lymphknoten untersucht
werden.

Ein weiteres Ziel war die Untersuchung des T-Zell-Aktivierungspotentials durch LP-DCs.
Die Zytokinproduktion der T-Zellen ermdglicht es Riickschliisse auf die T-Zell-Aktivierung
und ihre Polarisierung zu ziehen. Es sollten T-Zellen der /L-2"-Miuse aus der Lamina propria

isoliert und ihre Zytokinproduktion untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 MaAuse
Fir die Versuche wurden 14-16 Wochen alte C57B1/6x129/0la IL-2-defiziente Mause und

die entsprechenden Wildtyp-Méuse aus eigener Zucht verwendet. Die Méuse wurden unter
gnotobiotischen Bedingungen an der Universitit Ulm (Deutschland) geziichtet. Dort wurden
sie entweder keimfrei gehalten, oder mit E. coli mpk, B. vulgatus mpk oder mit E. coli mpk
und B. vulgatus mpk kokolonisiert. In zweiwdchigen Abstinden wurde der gnotobiotische
Status der Tiere iiberpriift. Méduse aus spezifisch-pathogenfreier (SPF) Zucht wurden aus dem
Tierstall des Universititsklinikums Tiibingen verwendet (Waidmann et al. 2003). Die
Genotypisierung der Tiere erfolgte wie von Sadlack et al. beschrieben (Sadlack et al. 1993).
Zur Isolation von Knochenmarkszellen wurden C57BL/6x129Sv oder IL-6"-Miuse im

Alter von 6-10 Wochen verwendet.

2.2 Expansion dendritischer Zellen mittels Flt3-Ligand in vivo

IL-2"-Méusen wurden 3 x 10° B16-FL Zellen subkutan verabreicht. Diese murine
melanome Tumorzelllinie produziert konstitutiv murinen Flt3-Ligand (Mach et al. 2000).
Nach 14 Tagen wurden die Tiere getotet und die Oberflichenmarker und intrazelluldren

Zytokine der LP-DCs untersucht.

2.3 Isolation der Leukozyten aus den mesenterialen Lymphknoten und der Lamina
propria

Aus den Miusen wurden die mesenterialen Lymphknoten prépariert, in 10 ml PBS
(Invitrogen) mit 1 % FCS (Sigma) aufgenommen und durch ein 100 um feines Metallsieb
gepresst. Die Zellsuspension wurde noch zweimal mit PBS / 1 % FCS gewaschen und bis zur
FACS-Farbung auf Eis gestellt.

Zur Isolation der Leukozyten aus der Lamina propria wurde der Gesamtdarm aus den
Miusen entnommen, die Peyerschen Plaques entfernt, und der Darm der Linge nach
aufgeschnitten. Nach dem Waschen mit PBS wurde der Darm fiir 15 min bei 37°C in
Separationsmedium unter leichtem Schiitteln inkubiert. Durch das Separationsmedium wird
das Epithel vom Gewebe getrennt. Um restliche Epithelzellen zu entfernen, wurde das
verbleibende Gewebe in PBS mit 1 % FCS gewaschen und anschlieBend in kleine Stiicke
geschnitten, die dann im Verdaumedium fiir 90 min bei 37°C unter leichtem Schiitteln verdaut

wurden. Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurde 0,5 mg/ml Kollagenase Type VIII
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(Sigma) und 5 U/ml DNase I (Roche) zugegeben. Die Zellsuspension wurde im néichsten
Schritt durch ein 100 pm feines Metallsieb passiert, bei 400 x g fiir 5 min zentrifugiert und
das Zellpellet in 40 % Percoll (density: 1.124; Biochrom AG) in PBS / 1 % FCS
resuspendiert. Nun wurde die Suspension vorsichtig iiber 70 % Percoll in PBS / 1 % FCS
geschichtet und flir 20 min bei 850 x g zentrifugiert. Das Interface, das die lebenden Zellen
enthdlt, wurde abpipettiert und in PBS mit 1 % FCS gewaschen. Nach Bestimmung der

Zellzahl wurden die Zellen fiir die FACS-Analyse weiter verwendet.

Tab. 3: Medien zur Isolation Lamina propria dendritischer Zellen.

Separationsmedium Verdaumedium

RPMI 1640 (Biochrom AG) Medium mit 5 % FCS

I mM DTT (AppliChem) 2 mM Glutamin (Invitrogen)

I mM EDTA (Sigma) 100 U/ml Penicillin (Invitrogen)
in Ca2+/Mg2+ freiem PBS (Biochrom AG) mit 1 % 100 pg/ml Streptomycin (Invitrogen)
FCS

50 uM B-Mercaptoethanol (Sigma)

2.4 Zellkultur

2.4.1 Isolation knochenmarksgereifter dendritischer Zellen

DCs wurden aus 6-8 Wochen alten C57BL/6x129Sv (Wildtyp) oder IL6”-Miusen nach
Lutz et al. isoliert und kultiviert (Lutz ef al. 1999). Dabei wurden Femur und Tibia aus der
Maus entnommen, Muskelreste vom Knochen entfernt und durch Spiilen der einzelnen
Knochenstiicke mit PBS die Knochenmarkszellen isoliert. AnschlieBend wurde bei 400 x g
fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 20 ml 37°C warmen
DC-Medium resuspendiert. Als DC-Medium wurde RPMI 1640 mit 10 % FCS, 2 mM
Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 50 uM B-Mercaptoethanol, 1 % (v/v)
nicht-essentielle Aminosduren (Biochrom) 200 U/ml GM-CSF (produziert durch die
Mausmyelom Zelllinie P3X63) verwendet.

Von der Zellsuspension wurde je 1 ml in eine mit 10 ml DC-Medium vorbereitete 100 mm
Petrischale (Greiner) ausgesit, dies entspricht 2 x 10® Zellen/ Schale. Am 3. Tag nach
Zellisolation wurde 10 ml Medium in die Petrischalen gegeben, wihrend am Tag 6 aus jeder

Schale 10 ml Medium entnommen wurde, bei 400 x g fiir 5 min zentrifugiert und das
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Zellpellet mit der gleichen Menge frischem DC-Medium resuspendiert wurde. Am 8. Tag

wurden die Zellen geerntet und fiir die Stimulation verwendet.

2.4.2 Kaultivierung von Bakterien

Zur Stimulation der DCs wurden E. coli mpk und B. vulgatus mpk verwendet. Beide
Staimme wurden aus der fikalen Flora der SPF-/L-2""-M#use im Max von Pettenkofer Institut
(Miinchen) isoliert (Waidmann et al. 2003). E. coli mpk induzierte in IL-2""-Miusen eine
Kolitis, wahrend B. vulgatus mpk kolonisierte Tiere keine Darmentziindung entwickelten.

E. coli mpk wurde in einer iiber Nacht Kultur in Luria-Bertani (LB)-Medium bei 37°C im
Rotations-Schiittler angeimpft. Ungefdhr 2 h vor Stimulation wurde die tiber Nacht Kultur
tiberimpft, um Bakterien in der logarithmischen Wachstumsphase zu erhalten. Zur
Stimulation wurden nur Bakterien in der logarithmischen Wachstumsphase verwendet. B.
vulgatus mpk wurde in brain-heart-infusion (BHI)-Medium unter anaeroben Bedingungen fiir
48 h kultiviert.

Beide Bakterienstimme wurden vor der Stimulation mit PBS gewaschen und durch
Messung der optischen Dichte bei 600 nm am Photometer (BioPhotometer, Eppendorf)
quantifiziert.

Zur Aufbewahrung der Bakterien wurden Bakterienkryostocks in LB-Medium mit 20 %
Glycerol (Merck) hergestellt, die bei -80°C gelagert wurden.

2.4.3 Stimulation knochenmarksgereifter dendritischer Zellen

Am 8. Tag nach der Zellisolation aus dem Knochenmark, wurden die nicht-adhérenten
Zellen geerntet, zweimal in PBS gewaschen und in antibiotikafreiem Medium resuspendiert.
Fiir FACS-Analysen wurden in 100 mm Petrischale (Greiner Bio-One) 1 x 10°, fir mRNA-
Bestimmung und Migrations-Assays 3 x 10° bzw. 5 x 10° Zellen in 10 ml ausgesit und nach
1 h Ruhezeit (37°C, 5 % CO,) mit der Stimulation begonnen.

Die DCs wurden mit einer MOI (multiplicity of infection) von 1 mit E. coli mpk oder B.
vulgatus mpk fiir 1 h stimuliert, die Bakterien mit Gentamycin (0,1 mg/ml; Sigma) getotet
und die Zellen fiir weitere 20 h (FACS-Analyse und Migrations-Assay) oder 4 h (mRNA-
Bestimmung) bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Zur Untersuchung der Responsivitit der DCs
gegeniiber LPS wurden DCs mit B. vulgatus MOIl oder LPS (1 pg/ml; Sigma) fiir 24 h
stimuliert, oder mit B. vulgatus MOII fiir 24 h vorstimuliert und anschlieBend mit LPS (1
pg/ml) fiir weitere 24 h restimuliert. Die Zellen wurden geerntet und fiir FACS-Analyse,
mRNA-Bestimmung, Migrations-Assays oder fiir ELISA eingesetzt.
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2.4.4 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Um die Zytokin-Konzentration in Zelliiberstainden zu bestimmen, wurden OptEIA ELISA
Sets (Becton Dickinson) fiir IL-6, TNF-a, IFN-y und IL-10 nach Angaben des Herstellers
verwendet. Die Zytokin-Konzentration wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von 450

nm mit einem ELISA-Reader (Tecan) bestimmt.

2.4.5 Migrations-Assay

Am 9. Tag nach Zellisolation wurden die mit E. coli oder B. vulgatus stimulierten Zellen
geerntet, mit PBS gewaschen und anschlieBend 5 x 10° Zellen in 200 pl RPMI 1640
resuspendiert und in ein Transwell Zellkultur Insert mit 6,5 mm Durchmesser und 3 pm
PorengrofBBe (BD PharMingen) gegeben. Die Chemokine CCL19 und CCL21 (PeproTech Inc.)
wurden beide in einer Konzentration von 100 ng/ml in das untere Kompartiment pipettiert.
Nach 4 h bei 37°C und 5 % CO, wurde die Anzahl der migrierten DCs im unteren
Kompartiment mittels FACS bestimmt. Als Negativkontrolle diente die Anzahl der migrierten

Zellen ohne Chemokin-Zugabe.
2.5 Analyse der mRNA Expression mittels quantitative real-time PCR

2.5.1 mRNA-Isolation aus knochenmarksgereiften DC und intestinalem Gewebe

3 x 10° E. coli mpk oder B. vulgatus mpk stimulierte DCs wurden nach 4 h Stimulation
abgeerntet, mit PBS gewaschen, in 350 pl RLT-Puffer (Quiagen) mit 1 % B-Mercaptoethanol
(Sigma) aufgenommen, resuspendiert und bei -80°C eingefroren. Zur mRNA-Isolation
wurden die Proben bei RT aufgetaut und mit dem RNeasy Mini Kit (Quiagen) bearbeitet.
Dabei handelt es sich bei dem oben genannten RLT-Puffer um einen Lysepuffer mit einer
hohen Konzentration an Guanidiniumthiocyanat, das neben der sehr effektiven Denaturierung
von Proteinen und RNasen zusétzlich noch die Bindung der im Lysat vorhandenen RNA an
die RNA Bindematrix der Minisdulen fordert. In mehreren Waschschritten wird dann die
gebundene RNA von Salzen, Metaboliten und anderen makromolekularen Zellkomponenten
gereinigt. Bei der Anwendung des Kits wurden Pipetten, Stinder und Arbeitsplatz mit RNase
away (MolecularBioProducts) behandelt und die Isolation ziigig durchgefiihrt. Im ersten
Schritt wurde der Probe gleiches Volumen (350 ul) 70 % Ethanol zugegeben, gut gemischt
und das gesamte Volumen auf die Mini-Séulen tiberfiihrt. Nach der Zentrifugation fiir 20 s bei
8000 x g wurde der Durchfluss verworfen und auf die Sdule 700 ul RW1 Puffer gegeben,

wieder fiir 20 s bei 8000 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die Sdule wurde nun
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in ein neues Sammelrohrchen gestellt und 500 pl RPE Puffer auf die RNeasy Séule pipettiert,
fiir 20 s bei 8000 x g zentrifugiert und der Inhalt des Sammelrohrchens verworfen. Dieser
Schritt wurde nochmals durchgefiihrt. Zum Trocknen der Séule wurde 1 min bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert und anschliefend die mRNA mit 50 pl RNase-freiem Wasser
eluiert. Um eine hohere RNA-Konzentration zu erhalten, wurde dieser Vorgang bei Bedarf
mit dem ersten Eluat wiederholt. Anschlieend wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und
die RNA-Konzentration bestimmt. Dazu wurde eine 1:10 Verdiinnung mit RNase freiem
Wasser hergestellt und die Proben in einem UV-Spektrometer (BioPhotometer, Eppendorf)
gemessen. Dabei entspricht eine Extinktion von 1,0 bei 260 nm einer Konzentration von 40
pg/ml einzelstrangiger RNA. Das Verhéltnis der Extinktionen von 260 nm zu 280 nm gibt an
wie stark die extrahierte RNA mit Alkohol und Resten von Proteinen, deren
Absorptionsmaximum durch die Absorption der aromatischen Aminosdurereste bei 280 nm
liegt, verunreinigt ist. Ein Verhiltnis von 2,0 spricht fiir eine reine RNA-Isolierung. Proben,

die im Absorptionsverhiltnis nicht im Bereich von 1,8 und 2,1 lagen, wurden verworfen.

2.5.2 c¢DNA-Synthese und PCR

Zur spezifischen Amplifikation bestimmter Gentranskripte muss die isolierte RNA
zundchst in cDNA umgeschrieben werden, um anschlieend den gewiinschten Bereich mit
spezifischen Primern durch die Polymerase Kettenreaktion zu amplifizieren. Zum
Umschreiben wurde das QuanitTect Reverse Transcription-Kit (Quiagen) verwendet. In
diesem Kit wird zuerst die genomische DNA eliminiert. Damit wird verhindert, dass eventuell
unspezifische Primer neben der RNA auch genomische DNA detektieren. Dazu wurde im
ersten Schritt aus der isolierten RNA 1,5 pg RNA entnommen, 3 pul gDNA Wipeout Puffer
zugegeben, mit RNase freiem Wasser auf 21 pl aufgefiillt und bei 42°C fiir 2 min inkubiert.
Fiir die Reverse Transkription der RNA wurde ein Mastermix aus Puffer und Primern nach
Herstellerangaben angefertigt, die Template RNA aus dem ersten Schritt zugegeben und
zuletzt die Quantiscript Reverse Transkriptase zupipettiert. Nach einer Inkubation bei 42°C
fiir 30 min wird die Transkriptase durch Erhitzen auf 95°C fiir 3 min inaktiviert. Die cDNA

wurde bei -20°C eingefroren oder direkt fiir die quantitative real-time PCR weiterverwendet.

Die quantitative real-time PCR beruht auf dem Prinzip der PCR und bietet zusétzlich die
Quantifizierung der Nukleinsduren. Dabei findet die Quantifizierung wéhrend den PCR-
Zyklen durch Fluoreszenz-Messungen statt. Es gibt verschiedene Moglichkeiten die PCR-

Produkte zu detektieren. In dieser Arbeit wurden Tagman-Sonden eingesetzt, die aus
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sequenzspezifischen Oligonukleotiden bestechen und am 5° Ende mit einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff bzw. am 3" Ende mit einem Quencher markiert sind. Die Sonden lagern
sich wahrend des Annealing-Schrittes an die cDNA an, dabei verhindert der kurze Abstand
zwischen dem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und dem Quencher die Fluoreszenz. Wihrend
des nidchsten PCR-Schrittes verldngert die Taq-Polymerase die Primer. Durch die 5'-
3’Exonucleaseaktivitit der Polymerase wird die Sonde abgebaut und dadurch der Reporter-
Fluoreszensfarbstoff freigesetzt, was zur Fluoreszenz fiihrt. Das Fluoreszenzsignal erhoht sich
proportional zur Menge der entstechenden PCR-Produkte. Da Unterschiede in der
Konzentration der eingesetzten mRNA, sowie in der Effizienz der reversen Trankription nicht
auszuschlieen sind, wurde neben einem internen Standard, noch ein externer Standard
mitgefiihrt, ein so genanntes Houskeeping-Gen. Es wird angenommen, dass dieses Gen in den
untersuchten Ansétzen in einer konstanten Menge exprimiert wird. Daher wird die Menge an
spezifischem Produkt auf dieses Housekeeping-Gen bezogen. In dieser Arbeit wurde
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) verwendet.

Der interne Standard wurde durch Mischen der zu messenden Proben und den daraus
hergestellten Verdiinnungen erstellt. Fiir den Mastermix wurde je Probe 3,6 ul Wasser, 10 pl
TagmanSuperMix (Invitrogen), 0,4 pl RoxReferenceDye (Invitrogen) und 1 pl spezifischer
Primer des zu untersuchenden Gens (Applied Biosystems) zugegeben. Dazu wurden jeweils 5
ul cDNA pipettiert und die Proben im 96-Lochformat (PeqlLab) als Doppelwerte in einem
GeneAmp 5700 Sequence detection System (Applied biosystems / Applera) analysiert.

Tab. 4: Verwendete Primer zur quantitativen Real-Time PCR

. Bestellnummer
Tagman Primer NCBI Zugangsnummer . .
(Applied Biosystems)
CCR7 NM_007719.2 Mm00432608 ml
IL-6 NM 031168.1 Mm00446190 ml
TNF-a NM 013693.2 Mm00443259 gl
GAPDH NM_008084.2 Mm99999915 ¢l

Die Temperaturbedingungen der Zyklen waren wie folgt: 2 min bei 50°C, 10 min bei
95°C, dann 40 Zyklen, in denen erst 15 s auf 95°C und anschlieend 1 min auf 60°C erwarmt
wurde. Die Daten wurden iiber den internen Standard quantifiziert und anschliefend auf

GAPDH normalisiert.
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2.6 Durchflusszytometer

2.6.1 Bestimmung der Zelloberflichenmarker

Um unspezifische Bindungen der Antikdrper an Fc-Rezeptoren zu verhindern, wurde mit
2.4G2 (BD PharMingen) monoklonalem Antikorper (mAk), der gegen die FcyRIII/II
CD16/CD32 Rezeptoren gerichtet ist, geblockt (4°C, 15 min). Nach dem Waschen wurden die
Zellen mit mAk gegen die Zelloberflaichenstrukturen bei 4°C fiir 30 min inkubiert. Die
verwendeten mAk sind in Tab. 5 aufgefiihrt. Bis auf anti-CCR7 (NatuTec) wurden alle
Antikorper von BD PharMingen bezogen. Als sekundidre Antikorper diente Streptavidin-
PercP oder Streptavidin-APC (BD PharMingen), die fiir 15 min bei 4°C inkubiert wurden.
Um tote Zellen auszuschlieBen, wurden knochenmarksgereifte DCs mit Propidiumiodid (5
ng/100 pl;  Calbiochem) gefarbt. Drei- oder vierfach Firbungen wurden
durchflusszytometrisch auf einem FACSCalibur (Becton & Dickinson) analysiert. Dabei
wurde die Grofe und Granularitit der Zellen als zusitzlicher Parameter genutzt, um tote
Zellen oder Zellklumpen auszuschlieBen. Die Daten wurden mittels WinMDI version 2.8
software von J. Trotter (Scripps Institute) ausgewertet.

Zum Sorten der CD11c'-Zellen wurde eine CD11c-Fiarbung mit APC-konjugiertem mAk
durchgefiihrt und die Proben in der Flow Cytometry Core Facility an der Universititsklinik
Tiibingen an einem FACSAria Gerit (Becton & Dickinson) nach CD11c¢'-Zellen separiert.

Die Zellen wurden anschlieend zur Bestimmung der mRNA in RLT-Puffer aufgenommen.
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Tab. 5: In dieser Arbeit verwendete monoklonale Antikorper.

Antikoérper Klon Isotyp

FITC a-mouse CD40 3/23 Ratte 1gG,,

FITC a-mouse CD3¢ 145-2C11 Armenischer Hamster IgG, k
FITC a-mouse CD49b/Pan-NK DX5 Ratte IgM, «

FITC a-mouse CD19 1D3 Ratte IgG,,

PE a-mouse CDl11c HL3 Armenischer Hamster IgG,, A
PE a-mouse TNF-a MP6-XT22 Ratte IgG,

PE a-mouse IFN-y XMG1.2 Ratte IgG,

PE a-mouse IL-17 TC11-18H10.1 Ratte 1gGy,

PE a-mouse IL-6 MP5-20F3 Ratte I1gG,

PE a-mouse IL-10 JESS5-16E3 Ratte 1gGy,

PE a-mouse IL-4 11B11 Ratte 1gG,

PE a-mouse CD25 PCol Ratte IgGy, A

PE a-mouse CD103 M290 Ratte 1gG,,,

PE o-mouse CD62L MEL-14 Ratte IgG,,,

Biotin a-mouse CD80 16-10A1 Armenischer Hamster IgG,, K
Biotin a-mouse CD86 GL1 Ratte IgG,,,

Biotin a-mouse I-A® AF6-120.1 Maus IgGs,, €

Biotin a-mouse CD40 3/23 Ratte IgG,,,

Biotin a-mouse CCR7 4B12 Ratte 1gG,,

Biotin a-mouse CD69 H1.2F3 Armenischer Hamster IgGy, A
Biotin a-mouse CD44 M7 Ratte 1gG,y, x

APC a-mouse CD45R/B220 RA-6B2 Ratte IgG,,, ©

APC o-mouse CD11b M1/70 Ratte IgG,y,

APC o-mouse CD4 RM4-5 Ratte 1gG,,, €

APC a-mouse CDl11c HL3 Armenischer Hamster IgG,, A2
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2.6.2 Intrazellulire Zytokinfirbung in T-Zellen und dendritischen Zellen in der
Lamina propria

Fiir die intrazelluldre Farbung der T-Zellen wurden die Leukozyten aus dem Gesamtdarm
B. vulgatus-monokolonisierter und SPF-kolonisierte IL-2""-Miuse isoliert und in einer 24-
Lochplatte 1 x 10° Zellen in 1 ml Verdaumedium (RPMI 1640, 5 % FCS, 2 mM Glutamin,
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 50 uM B-Mercaptoethanol) ausgesit.
AnschlieBend wurden die Zellen mit para-Methoxyamphetamin (PMA; 50 ng/ml; Sigma) und
Ionomycin (500 ng/ml; Sigma) stimuliert. Um zu verhindern, dass die produzierten Zytokine
der T-Zellen ins Medium sezerniert werden, wurde Golgistop (2 nM Monensin, BD
PharMingen) zugegeben und fiir 3 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
abgeerntet und eine FACS-Farbung mit mAK gegen CD4 (APC) und CD3¢ (FITC) (beide BD
PharMingen,) durchgefiihrt.

Die LP-DCs wurden, ohne zusétzliche Stimulation, direkt nach der Isolation aus dem Darm
mit anti-CD11c (APC) (BD PharMingen) gefarbt.

LP-T-Zellen und LP-DCs wurden zweimal mit PBS / 1 % FCS gewaschen, zur Fixierung
der Zellen in 100 pl Cytofix / Cytoperm (BD Pharmingen) resuspendiert und 30 min bei 4°C
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit einem Perm/Wash Puffer (0,1 % Saponin (Sigma)
und 3 % FCS in PBS) wurden die T-Zellen mit mAk gegen TNF-a (PE), IFN-y (PE), IL-17
(PE), IL-10 (PE) und IL-4 (PE) fiir 30 min bei 4°C inkubiert. Dendritische Zellen wurden mit
mAk gegen IL-6 (PE) oder TNF-a (PE) (alle Ak von BD Pharmingen) gefirbt. Alle
verwendeten Antikorper wurden in einer 1:50 Verdiinnung in Perm/Wash Puffer eingesetzt.
Dabei dient das im Perm/Wash Puffer enthaltene Saponin zur Permeabilisierung der
Zellmembranen, wodurch die Antikérper in das Zellinnere eindringen kénnen. Uberschiissige
Antikorper wurden durch zweimaliges Waschen mit Perm/Wash Puffer entfernt. Es wurde
noch einmal mit PBS / 1 % FCS gewaschen und die Zellen dann in 50 pul PBS /1 % FCS und
30 ul PFA (4 % in PBS) fiir die FACS-Analyse aufgenommen.

2.7 Histopathologie und anti-CD11c¢ Fiarbung

2.7.1 Histopathologie

Aus IL-2""-Miusen wurden verschiedene Gewebestiicke aus dem Darm entnommen,
(Kolon aszendens und terminales Ileum) gesdubert und in Tissue-Tek O.C.T (Sakura) bei

-80°C aufbewahrt. Fiir immunhistologische Versuche wurden aus den Geweben 5 pm dicke
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Schnitte durch ein Kryotstat (Leica CM3050S) angefertigt, und die Objekttridger anschliefend

bei -80°C eingefroren.

2.7.2  Anti-CD11c Firbung

Die tiefgefrorenen Schnitte wurden 2,5 min in eiskaltem Methanol (Merck) fixiert und
anschlieBend 1 h lang getrocknet. Nach der Umrandung des Schnittes durch einen Pap Pen
wurden die Objekttrager fiir 10 min in Mg2+ und Ca*" haltigem PBS (Gibco) gewaschen. Um
Bindungen des sekundéren Antikorpers an eventuell bereits vorhandenes endogenes Biotin zu
vermeiden, bzw. um die Detektion von endogenem Avidin zu verhindern, wurden die Schnitte
zuerst mit einem Blocking Kit (Vector laboratories) behandelt. Dabei wird mit einer ersten
Komponente endogenes Avidin und mit einer zweiten Komponente endogenes Biotin
abgeblockt. Dazu wurde ein Tropfen der Avidin Komponente auf jeden Schnitt aufgetragen,
25 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend dreimal 3 min in Mg”" und Ca®" haltigem PBS
gewaschen. Danach wurde die Biotin Komponente wie die Avidin Komponente angewendet.
Um unspezifische Bindungen des Antikorpers zu verhindern, wurde mit 1:100 in PBS / 10 %
PBS verdiinntem Fc-Block (BD PharMingen) fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Als
Primérantikdrper wurde biotinilierter anti-mouse CD11c Antikorper, oder der Isotyp
(armenischer Hamster IgG) eingesetzt (beide von BD Pharmingen, 1:100 in PBS / 10 % PBS
verdiinnt) und bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Nach Abwaschen des {iberschiissigen
Antikdrpers (dreimal je 5 min in Mg*" und Ca®" haltigem PBS) wurde mit 1:500 in PBS / 10
% PBS verdiinntem sekunddrem Antikorper Streptavidin Alexa Fluor 594 (Molecular probes)
fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3 fiinfminiitigen Waschschritten wurde die
Féarbung der Kerne mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (1 pg/ml) fiir 5 min bei RT im
Dunkeln durchgefiihrt. Nach zweimaligem Waschen mit Mg®" und Ca®" haltigem PBS wurden
die Schnitte in Fluoprep (bioMérieux) eingebettet und die Deckgliser mit Entellan (Merck)

versiegelt.

2.8 Statistik

Zur statistischen Auswertung erfolgte eine Datenbewertung zweier Gruppen iiber den
Student t-Test, wihrend eine Datenbewertung mehrerer Gruppen iiber den ONE-Way-
ANOVA (Posttest Bonferroni) Test ermittelt wurde. Die Differenz von Werten mit p < 0,05

wurde als statistisch signifikant beurteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung dendritischer Zellen in der Lamina Propria

E. coli-monokolonisierte IL-2-defiziente Miuse entwickeln im Alter von 20-33 Wochen
eine Kolitis, wihrend B. vulgatus-monokolonisierte Méduse gesund bleiben. Zudem verhindert
B. vulgatus in E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten Mausen eine E. coli-induzierte Kolitis. WT-
Maiuse bleiben unabhédngig von ihrer Kolonisierung gesund (Waidmann et al. 2003). In
IL-2""-Miusen ist die Induktion der Kolitis durch eine Dysregulation der T-Zell-Reifung
(Malek et al. 2002; Wolf et al. 2001) mit nachfolgender, liberschieBender Thl-Antwort
bedingt (Ehrhardt ez al. 1997; Sadlack et al. 1995; Simpson et al. 1995; Strober et al. 2002).

Dendritische Zellen spielen bei der Entstehung von Entziindungen durch die Aktivierung
und Regulation von T-Zellen eine entscheidende Rolle. Mit Hilfe des gnotobiotischen, IL-2-
defizienten Mausmodells sollte untersucht werden, ob dendritische Zellen in der Lamina
propria (LP-DCs) durch kommensale Bakterien (E. coli und B. vulgatus) in vivo
unterschiedlich moduliert werden und dadurch zu einer unterschiedlichen Stimulation naiver
T-Zellen fiihren.

Es wurden LP-DCs aus E. coli- und B. vulgatus-monokolonisierten, sowie aus E. coli/B.
vulgatus-kokolonisierten Tieren isoliert und mittels FACS analysiert. Als Referenztiere zu
den gnotobiotischen Tieren dienten Méduse aus SPF-Haltung, die bereits nach 10-15 Wochen
an einer Kolitis erkranken und keimfreie Miuse, die, wie B. vulgatus-monokolonisierte Tiere,
gesund bleiben. In dieser Arbeit wurde die Modulation dendritischer Zellen in der Lamina
Propria (LP-DCs) vor Auftreten der Kolitis untersucht. Dies hat den Vorteil friihzeitige
immunologische Verdnderungen zu erfassen, die zur Kolitisentwicklung fiihren. Eine
Aktivierung dendritischer Zellen durch den Entziindungsprozess kann dabei ausgeschlossen
werden. Zur Untersuchung der LP-DCs wurden 14-16 Wochen alte Tiere verwendet. In
diesem Alter zeigen E. coli-monokolonisierte Tiere noch keine histologischen Anzeichen
einer Kolitis (Waidmann et al. 2003), wiahrend SPF-kolonisierte Referenz-Mause bereits
erkrankt sind. Die Charakterisierung der DCs fand auch in WT-Maiusen statt, um eventuell

vorhandene Einfliisse des Genotyps zu erfassen.
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3.1.1 Expression der Aktivierungsmarker auf Lamina propria-dendritischen Zellen

Die Funktion dendritischer Zellen besteht in der Antigenaufnahme und der anschlieBenden
Prasentation des Antigens an Lymphozyten. Sobald immature DCs Antigene aufnehmen, oder
durch korpereigene immunologische Signale stimuliert werden, durchlaufen sie einen
Reifungsprozess. Im Verlauf dieses Prozesses werden Rezeptoren zur Antigenaufnahme
herunterreguliert, wihrend die zur Antigenpridsentation wichtigen MHC-Klasse-II und
kostimulatorischen Molekiile (CD40, CD80 und CDS86) vermehrt exprimiert werden
(Banchereau et al. 2000; Bancherecau & Steinman 1998). Die Untersuchung der
Expressionmarker dient daher zur Bestimmung des Maturations- und Aktivierungszustandes
dendritischer Zellen. In dieser Arbeit wurden Leukozyten aus dem Gesamtdarm isoliert und
die CD11c¢"-Zellen mittels FACS auf die Expression von CD40, CD80, CD86 und MHC-
Klasse-II untersucht. Bei der Auswertung wurden T-, NK- und B-Zellen durch monoklonalen
Antikorper (mAk) gegen ihre spezifischen Marker CD3g, DXS5 und CD19 ausgeschlossen und
nur CD11c"-Zellen beriicksichtigt.

Unabhingig von der Kolonisierung waren in allen /L-2""- und WT-Miusen zwei CD11¢'-
Populationen zu erkennen (Abb. 3), die im Weiteren als CD11¢™ (R1) und CD11c™ (R2)
bezeichnet werden. Neben diesen beiden Populationen konnte noch eine kleine Population
CD11c¢™CD11b"-Zellen identifiziert werden. Bei dieser Population handelt es sich um
Makrophagen (Kraijna, personliche Ubermittlung), die in die Auswertung nicht mit

einbezogen wurden.

CD11c

S

CD3¢, DX5, CD19

Abb. 3: CD11c"-Populationen im Gesamtdarm von IL-2"- und WT-Miusen. Aus dem Gesamtdarm der
Méuse wurden Leukozyten isoliert und die DCs mit anti-CD11c (PE) gefarbt. T-, NK- und B-Zellen wurden
durch monoklonalen Antikorper (mAk) gegen anti-CD3g, anti-DX5 und mit anti-CD19 (alle FITC) von der
Auswertung ausgeschlossen.
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3.1.1.1 Expression von Aktivierungsmarkern auf CD11c¢™ Zellen (R1)

Die Untersuchung der CD11c¢™ Zellen in IL-2""-Mausen zeigte eine deutliche Erh6hung
der Aktivierungsmarker CD40, CD80 und CD86 in SPF- und E. coli-kolonisierten Mausen im
Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und
keimfreien Méusen. Die MHC-Klasse-II Expression auf LP-DCs war dagegen in allen
Mausgruppen hochreguliert, wobei in SPF- und E. coli-kolonisierten Tieren die Expression

tendenziell etwas geringer war als in den anderen Versuchsgruppen (Abb. 4).

CD40 CD80 CD86 MHC-II
55% 09 35% 17 53%+22| | 86,5%+29
Keimfrei
7,0% 4,1 39% 25 47% 20| | 889%+4,8
B. vulgatus
E. coli/ 97%+25 4,8% +20 70%+23 85,6 % * 6,1
B. vulgatus i
*18,3% 7,1 | 15,7 % £ 7,6 *21,9 % £1,2 77,0% £ 11,9
E. coli
*36,0% £ 9,7 *20,8 % 4,5 *221% 5,4 76,0 % + 3,1
SPF

Abb. 4: Expression der Aktivierungsmarker auf LP-DCs in IL-2"-Miusen. Leukozyten wurden aus dem
Gesamtdarm der unterschiedlich kolonisierten /L-2""-Miuse isoliert, mit anti-CD11¢ (PE), anti-CD3e, anti-DX35,
anti-CD19 (alle FITC) und mit mAk gegen die Aktivierungsmarker (PercP) (gefiillte graue Linie), oder dem
Isotyp (PercP) (schwarze Linie) gefarbt und beziiglich der Aktivierungsmarker untersucht. Gezeigt sind
reprasentative Ergebnisse von drei-neun Tieren pro Gruppe. Die Zahlen geben den Anteil positiver Zellen in
Prozent an = Stabw. * p < 0,05 im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-
kokolonisierten und keimfreien Mausen. SPF = spezifisch-pathogenfrei.

Die erhohten Aktivierungsmarker (CD40"CD86"MHC-II") E. coli- und SPF-kolonisierter
IL-2""-Miuse weisen auf einen aktivierten Zustand der LP-DCs hin. Dagegen zeigen LP-DCs
B. vulgatus-monokolonisierter, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierter und keimfreier Tiere weder
einen aktivierten noch immaturen Zustand (CD401°CD861°MHC-IIhi), der in dieser Arbeit im

Weiteren als semi-maturer Zustand bezeichnet wird.
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In WT-Maéusen war die Expression der Aktivierungsmarker auf LP-DCs geringer als auf
IL-2"-LP-DCs. E. coli- und SPF-kolonisierte WT-Miuse zeigten jedoch, wie IL-2""-Miuse,
eine leichte Erhohung der CD40 Expression auf LP-DCs im Vergleich zu B. vulgatus-
coli/B. Die

monokolonisierten, E. vulgatus-kokolonisierten und keimfreien Tieren.

Aktivierungsmarker CD80 und CD86 waren in allen Gruppen kaum exprimiert (Abb. 5).

CD40 CD80 CD86 MHC-lI
71%+1,6 6,6 %+0,9 4,8 % £ 0,9 65,8 % + 9,1
Keimfrei i i ;
8,4%+0,2 55%0,7 6,4 % + 3,1 59,7 % = 6,1
B. vulgatus h a g I
, 8,5%+3,5 3,7%+0,8 6,1%+24 77,1 %+ 13,1
E. coli/
B. vulgatus “ i III
10,1 % £ 5,3 58% 2,5 6,6 % +4,4 60,2 % + 14,8
E. coli i"‘ a
12,5 % + 4,7 6,3 %+ 3,2 6,0% +1,9 51,7 % £ 10,0

Abb. 5: Expression der Aktivierungsmarker auf LP-DCs in WT-Miusen. Leukozyten wurden aus dem
Gesamtdarm der unterschiedlich kolonisierten WT Mause isoliert, mit anti-CD11¢ (PE), anti-CD3e, anti-DXS5,
anti-CD19 (alle FITC) und mit mAk der Aktivierungsmarker (PercP) (gefiillte graue Linie), oder mit dem
entsprechenden Isotyp (PercP) (schwarze Linie) gefdrbt und beziiglich der Aktivierungsmarker untersucht.
Gezeigt sind reprisentative Ergebnisse von drei-sechs Tieren pro Gruppe. Die Zahlen geben den Anteil positiver
Zellen in Prozent an + Stabw. SPF = spezifisch-pathogenfrei.

3.1.1.2 Expression von Aktivierungsmarkern auf CD11c"-Zellen (R2)

Bei der Untersuchung von CD11c"-Zellen (R2) konnte weder in den unterschiedlich
kolonisierten /L-2""-Mausen noch im Vergleich zu WT-Mausen ein signifikanter Unterschied
beziiglich der Aktivierungsmarker gefunden werden (Abb. 6). Die CD40-Expression lag bei
allen Gruppen ungefihr bei 40 % positiver DCs. Die Aktivierungsmarker CD80 und CD86
waren dagegen in den verschiedenen Tieren relativ gering exprimiert, mit Ausnahme der SPF-
Tiere, die sowohl CD80 als auch CD86 etwas stirker exprimierten. Nahezu 100 % der

CD11c"-Zellen exprimierten in den unterschiedlichen Mausgruppen MHC-Klasse-1I1I.
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Die vermehrte Expression von CD40 und MHC-Klasse-II auf den CD11c¢"-Zellen deutet

auf eine kleine, bereits aktivierte, Zellpopulation hin.
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Abb. 6: Expression der Aktivierungsmarker auf CD11c"-Zellen in der Lamina propria. Leukozyten
wurden aus Mausen isoliert, mit anti-CD11c (PE), anti-CD3e, anti-DX5, anti-CD19 (alle FITC) und dem
jeweiligen mAk der Aktivierungsmarker gefirbt (PercP) und CD11c"-Zellen mittels FACS auf die Expression
der Aktivierungsmarker CD40, CD80, CD86 und MHC-II untersucht. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei-neun
Tieren pro Gruppe + Stabw. KO DOWT, GF = keimftei, B.v. = B. vulgatus mpk, E+B = E. coli mpk/B.
vulgatus mpk, E.coli = E. coli mpk, SPF = spezifisch-pathogenfrei.

3.1.2 Dendritische Zell-Subpopulationen in der Lamina propria

Zur Familie der DCs gehoren verschiedene CD11c"-Zell-Subpopulationen, die beziiglich
threr exprimierten Oberflichenmolekiile und ihrem Aufenthaltsort eingeteilt werden. Es ist
bekannt, dass die einzelnen Subpopulationen spezifische Funktionen ausfithren (Ardavin
2003; Banchereau et al. 2000; Shortman & Naik 2007; Shortman & Liu 2002). Bei
Infektionen oder Entziindungen treten vermehrt spezielle DC-Subpopulation auf (Liu 2005;
O'Keeffe et al. 2002). In der murinen Lamina propria wurden bisher vier Subpopulationen
beschrieben, die anhand der Expression von CDllc, CDI11b, B220, CD8 und CD4
unterschieden werden: (i) CD11¢'CD11b'CD8a’CD4" (= myeloide DC, mDC), (ii)
CD11¢"CD11b'CD8a’CD4", (iii) CD11¢'CD11b'CD8¢’'CD4™ und CD11¢™B220°CD11b°
CD8a™* (= plasmazytoide DC; pDC) (Iwasaki 2007; Johansson & Kelsall 2005; Kelsall &

Leon 2005). Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob die unterschiedliche Kolonisierung der
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Maiuse einen Einfluss auf die Verteilung der DC-Subpopulationen hat. Da alle vier
beschriebenen Subpopulationen keine CD4-Expression zeigen, wurden die DC-
Subpopulationen in dieser Arbeit durch die Expression von CD11c, CD11b, B220 und CD8
bestimmt.

In allen /L-2""- und WT-Mausgruppen wurden hauptsichlich CD11¢'CD11b'CD8a CD4
(= myeloide DC; mDCs) (~71,3 %) und nur wenige CD11¢™B220'CDI11bCD8a (=
plasmazytoide DCs; pDCs) (~10,7 %) gefunden (Abb. 7). CD11¢"CD8"-DCs (~0,5 %) waren
nur in sehr geringer Anzahl vorhanden. AuBlerdem konnte noch eine zusétzliche
CD11c"CD11b"-Population (= R2) (~16,1 %) beobachtet werden.

Die Kolonisierung hatte keinen Einfluss auf die Zusammensetzung der DC-
Subpopulationen in B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und
keimfreien /L-2"-Miusen. In E. coli- und SPF-kolonisierten Tieren hingegen zeigte sich ein

erhohter Anteil pDCs (Tab. 6).

Tab. 6: Prozentualer Anteil der Subpopulationen an der DC-Gesamtpopulation. Isolierte Leukozyten aus
dem Gesamtdarm wurden mit anti-CD11c¢ (PE), anti-CD3g, anti-DXS5, anti-CD19 (alle FITC) und zusétzlich mit
den Oberflichenmarkern CD11b fiir mDC und CD45R/B220 fiir pDC (beide APC) gefdrbt und mit FACS
analysiert. Zahlen geben den prozentualen Anteil der Subpopulationen an der CD11c"-Population an. Gezeigt
sind Mittelwerte aus mindestens sechs Tieren pro Gruppe. SPF = spezifisch-pathogenfrei.

Myeloide DC Plasmazytoide DC

Kolonisierung der (CD11c"CD11b") (CD11¢"B220")
IL-2"-Miuse

% CD11c" Zellen % CD11c" Zellen
Keimfrei 75,0+0,8 10,1 +£3,9
B. vulgatus 71,3+3,8 11,0+ 4,6
E. coli/B. vulgatus 68,0 £ 6,5 94+42
E. coli 62,5+ 12,6 13,1 £4,1
SPF 50,7 +8,0% 19,9 + 7,09

Y p < 0,05 im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und keimfreien
Tieren.

® < 0,05 im Vergleich zu keimfreien Tieren.

9 p<0,05 im Vergleich zu E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und keimfreien Tieren.

Die prozentuale Zusammensetzung der DC-Subpopulationen war in den WT-Méiusen
vergleichbar zu der Zusammensetzung in IL-2""-Miusen. Ein Anstieg der pDCs konnte auch

in WT-Madusen in E. coli- und SPF-kolonisierten Tieren beobachtet werden.
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3.1.3 Lokalisierung dendritischer Zellen in der Lamina propria

Um die Lokalisierung CD11c¢"-Zellen im Kolon und terminalen Ileum von IL-2""-Miusen
zu untersuchen, wurden Schnitte aus Darmgewebe angefertigt und mit biotinilierten mAk
gegen CD11c und anschlieBendem sekundiren Antikorper (Alexa 594) geférbt. Die Zellkerne
wurden mit DAPI  gegengefirbt. CDIllc'-Zellen wurden mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskopes analysiert (Abb. 7).

Im Kolon konnten unabhingig von der Kolonisierung nur sehr wenige CD11c -Zellen
nachgewiesen werden, die hauptsdchlich in lymphassoziierten Follikeln angeordnet waren.
Dagegen wurden in der Lamina propria des terminalen Ileums deutlich mehr CD11c¢"-Zellen
angefarbt. Aufgrund der unterschiedlichen Zottenform im Darmgewebe der Miuse kann

allerdings keine eindeutige Aussage zur Anzahl der CD11c"-Zellen getroffen werden.
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Abb. 7: Lokalisierung dendritischer Zellen im Kolon und terminalen Ileum von IL-2"-Miusen. Aus
verschieden kolonisierten /L-2"-Méusen wurden mittels Immunofluoreszenz CD11c'-Zellen analysiert. Gezeigt
ist ein représentativer Schnitt aus drei analysierten Tieren pro Gruppe. Blau (DAPI): Zellkerne, rot (Alexa 594):
CD11c"-Zellen. Lingenbalken entspricht 30 pm.

3.1.4 Anzahl dendritischer Zellen in der Lamina propria

Zur Bestimmung der Anzahl Lamina propria-dendritischer Zellen (LP-DCs) E. coli-, B.
vulgatus-monokolonisierter, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierter und SPF-kolonisierter, sowie

keimfreier Méduse wurden Leukozyten aus der Lamina propria isoliert und die Zellzahl
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ermittelt. AnschlieBend wurden die prozentualen Anteile dendritischer Zellen an der
Gesamtleukozytenzahl und die absolute Anzahl dendritischer Zellen bestimmit.

Aus SPF-kolonisierten IL-2'/'—Méiusen, die bereits an Kolitis erkrankt waren, konnten
durchschnittlich 5,0 + 2.4 x 10" Zellen isoliert werden. Dagegen wurden aus dem
Gesamtdarm aller anderen Mausgruppen durchschnittlich ~1,4 x 10’ Leukozyten isoliert (Tab.
7).

Der prozentuale Anteil der CD11c™-Population (R1) an der Leukozytenzahl lag bei 1-3 %.
Die kleine CD11c"-Population (R2) machte ungefihr 0,3 % der Leukozyten aus. In E. coli-
monokolonisierten und SPF-kolonisierten /L-2""-Méusen konnte im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen  ein  signifikant  reduzierter ~ Anteil CDIlc'-Zellen an  der
Gesamtleukozytenzahl gezeigt werden (~1 % versus ~2,5-3,5 %) (Abb. 9; Tab. 6).

Auch WT-Méuse zeigten in E. coli- und SPF-kolonisierten Tieren im Vergleich zu den

anderen Versuchsgruppen eine Reduktion des prozentualen Anteils CD11c'-Zellen (Abb. 8).

-2+ WT
c 51 c 51
9 9
3 47 T 47
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Abb. 8: Prozentualer Anteil CD11c’-Zellen im Gesamtdarm von IL-2"- und WT-Miusen. Aus dem
Gesamtdarm der Miuse wurden Leukozyten isoliert und mittels FACS der prozentuale Anteil CD11c¢"-Zellen
bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte aus mindestens drei Tieren pro Gruppe + Stabw. * p < 0,05 im Vergleich zu
B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und keimfreien Méausen; ** p < 0,05 im
Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten und keimfreien Miusen BKO DOWT, GF: keimftrei, B.v.: B.
vulgatus mpk, E+B: E. coli mpk/B. vulgatus mpk, E.coli: E. coli mpk, SPF: spezifisch-pathogenfrei.

Da die untersuchten Mause eine unterschiedliche Anzahl an Leukozyten in der Lamina
propria zeigten, wurden aus den prozentualen Anteilen der LP-DCs an der Leukozytenzahl die
absoluten Zahlen der CD11c"-Zellen berechnet.

In E. coli-monokolonisierten Tieren wurden 2,1 £ 1,0 x 10° CDI11c"-Zellen, in SPF-
kolonisierten Tieren 3,3 + 1,9 x 10° CDI11c"-Zellen bestimmt (Tab. 7). In B. vulgatus-
monokolonisierten und E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten, sowie keimfreien Tieren konnten
keine deutlichen Unterschiede der absoluten Anzahl an CD11c¢'-Zellen gezeigt werden (Tab.
7).
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Tab. 7: Leukozytenzahl, prozentualer Anteil CD11c'-Zellen an der Leukozytenzahl und absolute Zellzahl
der CD11c"-Zellen in der Lamina propria von IL-2"-Miusen. Leukozyten wurden aus dem Gesamtdarm
isoliert, die Zellzahl bestimmt und CD11c¢"-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die Prozentzahlen geben
den prozentualen Anteil an der Leukozytenpopulation (= 100 %) an. Fiir die absoluten Zellzahlen wurden die
prozentualen Werte auf die gezdhlte Anzahl der Leukozyten bezogen. LP-DCs: Lamina propria-dendritische
Zellen.

Kolonisierung der Absolute Prozentualer Anteil Absolute Anzahl
IL-2"-Miius eg Leukozytenzahl LP-DCs an der LP-DCs
(x 107 Zellen) Leukozytenzahl (%) (x 10° Zellen)

Keimfrei 2,0£1,0 24+0,9 4,08 £3,42

B. vulgatus 1,1+£09 23+0,5 4,02+ 1,93

E. coli/B. vulgatus 1,2+0,2 2,3+09 3,14 £ 0,69

E. coli 1,5+0,7 1,1+0,59 2,18+ 1,16
SPF 50+2,3Y 0,8+04? 331+1,85

» p < 0,05 im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und keimfreien
Tieren.

b p < 0,05 im Vergleich zu E. coli, B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und
keimfreien Tieren. Zahlen geben Mittelwerte aus mindestens drei Tieren pro Gruppe + Stabw an.

Zusammenfassung: Charakterisierung dendritischer Zellen in der Lamina propria

LP-DCs E. coli- und SPF-kolonisierter /L-2"-Miuse zeigten eine signifikante Erhohung
des Aktivierungsmarkers CD40 und eine leichte Erhdhung der Aktivierungsmarker CD80 und
CD86 im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten
und keimfreien Tieren. In LP-DCs E. coli- und SPF-kolonisierter /L-2""-Miuse liegt somit ein
aktivierter und maturierter DC-Phénotyp vor, wihrend LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter
und E. coli/B. vulgatus-kokolonisierter IL-2”-Miuse zu einem semi-maturen Zustand
differenzieren.

Die Bestimmung der Zellzahl LP-DCs zeigte in E. coli- und SPF-kolonisierten IL-27-
Miusen einen signifikant reduzierten prozentualen Anteil CD1lc'-Zellen an der
Leukozytenzahl im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-
kokolonisierten und keimfreien Tieren.

Die unterschiedlich kolonisierten WT-Mause zeigten sowohl hinsichlich der Expression
von Aktivierungsmarkern auf LP-DCs als auch beziiglich des prozentualen Anteils CD11c"-
Zellen an der Leukozytenzahl tendenziell &hnliche Ergebnisse wie die entsprechend
kolonisierten /L-2""-Miuse. Allerdings waren die Resultate in /L-2""-Miusen eindeutiger,

weshalb in dieser Arbeit weitere Untersuchungen auf IL-2""-Miuse beschriinkt wurde.
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3.2 B. vulgatus differenziert dendritische Zellen in der Lamina propria zu einem semi-

maturen Phinotyp

Lamina propria-dendritische Zellen (LP-DCs) B. vulgatus-monokolonisierter und E. coli/B.
vulgatus-kokolonisierter IL-2""-Miuse zeigten einen  besonderen = DC-Phénotyp
(CD40"°CD86°MHC-II"), der weder aktivierten, noch immaturen DCs entspricht. In der
Literatur werden DCs dieses Phénotyps bereits beschrieben und als semi-mature DCs
bezeichnet (Frick et al. 2006). Semi-mature DCs werden nicht nur durch die geringe
Expression von Aktivierungs- und Maturationsmarkern, sondern auch durch funktionelle
Einschriankungen charakterisiert (Frick et al. 2006; Hegde et al. 2004). Es konnte gezeigt
werden, dass semi-mature DCs eine geringe CCR7-Expression verbunden mit einem
verminderten Migrationspotential und ein reduziertes T-Zell-Aktivierungspotential besitzen
(Frick et al. 2006; Hegde et al. 2004).

In dieser Arbeit sollte deshalb im Weiteren untersucht werden, ob B. vulgatus-induzierte,
semi-mature LP-DCs eine Einschrinkung beziiglich der CCR7-Expression, der Migration in

die mesenterialen Lymphknoten, sowie der T-Zell-Aktivierung zeigen.

3.2.1 CCR7-Expression auf dendritischen Zellen in der Lamina propria und in den

mesenterialen Lymphknoten

Die Expression von CCR7 ist ein wichtiger Bestandteil der DC-Maturation. Durch diesen
Oberfliachenrezeptor wird die Migration der peripheren DCs in die Lymphknoten induziert
(Forster et al. 1999; Yanagihara et al. 1998). CCR7 bindet an die beiden Chemokine CCL19
und CCL21, die in den T-Zell-Zonen der sekunddren Lymphorgane (Baekkevold ef al. 2001),
bzw. im lymphatischen Endothel produziert werden (Banchereau & Steinman 1998; Sallusto
et al. 1998). Reife CCR7'-DCs sind in der Lamina propria und, nach stattgefundener
Migration, in den mesenterialen Lymphknoten zu finden (Jang ef al. 2006).

Um in vivo die Expression von CCR7 auf intestinalen DCs der Lamina propria in
Abhingigkeit der mukosalen Mikroflora zu untersuchen, wurden Leukozyten aus dem
Gesamtdarm und aus den Lymphknoten von /L-2"-Miusen isoliert, mit anti-CD11¢ und anti-
CCR7 mAk gefarbt und die Expression von CCR7 durchflusszytometrisch bestimmt.

Im Darm war die CCR7-Expression Lamina propria-dendritischer Zellen (LP-DCs)
unabhingig von der Kolonisierung sehr gering. Es wurden keine Unterschiede zwischen B.
vulgatus-, E. coli-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und SPF-

kolonisierten Tieren oder keimfreien Tieren festgestellt (Abb. 9). Im Gegensatz dazu war in
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den mesenterialen Lymphknoten die CCR7-Expression auf DCs E. coli- und SPF-

kolonisierter Méuse signifikant hoher als in den anderen Versuchsgruppen (Abb. 9).
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Abb. 9: CCR7-Expression auf DCs in der Lamina propria und in den mesenterialen Lymphknoten.
Leukozyten wurden aus dem Gesamtdarm und aus den mesenterialen Lymphknoten isoliert, mit anti-CD11c
(PE) und anti-CCR7 (APC) mAK (grau gefiillte Linie) oder mit Isotyp (APC) (schwarze Linie) gefarbt und die
Expression von CCR7 durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt ist ein reprdsentatives Histogramm aus
mindestens drei analysierten Tieren pro Gruppe. Die Zahlen geben den Anteil CCR7-positiver Zellen in Prozent
an £ Stabw. * p < 0,05 im Vergleich zu B. vulgatus-kolonisierten, kokolonisierten und keimfreien Tieren. LP:
Lamina propria; mLK: mesenteriale Lymphknoten.

3.2.2 Charakterisierung dendritischer Zellen in den mesenterialen Lymphknoten

Als Néchstes sollte untersucht werden, ob B. vulgatus-induzierte, semi-mature LP-DCs,
vergleichbar mit den bereits beschriebenen semi-maturen DCs (Hegde er al. 2004), ein
vermindertes Migrationspotential aufweisen. Um das Migrationspotential Lamina propria-
dendritischer Zellen (LP-DCs) aus den unterschiedlich kolonisierten [L-2"-Miusen zu
untersuchen, wurden DCs der mesenterialen Lymphknoten anhand ihrer Aktivierungsmarker

und ihrer Zellzahl analysiert.
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3.2.2.1 Expression der Aktivierungsmarker auf dendritischen Zellen in den

mesenterialen Lymphknoten

Um die Aktivierung und Maturation dendritischer Zellen in den mesenterialen
Lymphknoten zu untersuchen, wurden die Lymphknoten entnommen, die Leukozyten isoliert
und die Expression von CD40 und MHC-Klasse-II auf CDI11c’-Zellen mittels FACS
bestimmt. Bei der Auswertung wurden T-, NK- und B-Zellen durch die Verwendung von
mAk gegen CD3g, DX5 und CD19 ausgeschlossen und nur CD11c"-Zellen beriicksichtigt.

Im Gegensatz zur Lamina propria war in den mesenterialen Lymphknoten eine einheitliche
CD11c"-Population zu sehen (Abb. 10A). Bei der Untersuchungen der Aktivierungsmarker in
den unterschiedlichen Gruppen der /L-2""-Miuse waren keine signifikanten Unterschiede zu
beobachten. Die Expression von CD40 auf dendritischen Zellen in den mesenterialen
Lymphknoten (mLK-DCs) lag in allen Gruppen bei ungefahr 50 %, MHC-II exprimierten ca.
80 % der mLK-DCs (Abb. 10B).
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Abb. 10: Expression der Aktivierungsmarker auf DCs in den mesenterialen Lymphknoten. mLKs wurden
aus IL-2""-Miusen entnommen, die Leukozyten isoliert und die Zellen mit anti-CD11c (PE), anti-CD3g, anti-
DXS5, anti-CD19 (alle FITC) sowie mit den Aktivierungsmarkern CD40, oder MHC-II, (beide PercP) oder dem
Isotyp (PercP) gefirbt und mittels FACS analysiert. A) CD11c"-Population in den mesenterialen Lymphknoten.
B) Expression der Aktivierungsmarker CD40 und MHC-II auf CDl1lc'-Zellen in den mesenterialen
Lymphknoten. Gezeigt sind die Mittelwerte aus mindestens drei analysierten Tieren pro Gruppe + Stabw. GF:
keimfrei, B.v.: B. vulgatus mpk, E+B: E. coli mpk/B. vulgatus mpk, E.coli: E. coli mpk, SPF: spezifisch-
pathogenfrei.
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3.2.2.2 Zellzahl und Subpopulationen dendritischer Zellen in den mesenterialen

Lymphknoten

Im ndchsten Schritt wurde untersucht, ob sich die Anzahl CD11c'-Zellen, oder die
Verteilung der DC-Subpopulationen in den mesenterialen Lymphknoten der unterschiedlichen
Versuchsgruppen unterscheiden. Dazu wurden die Lymphknoten entnommen, die Leukozyten
isoliert und die Zellzahl ermittelt. AnschlieBend wurde die prozentuale und absolute Anzahl
dendritischer Zellen, sowie die Verteilung der DC-Subpopulationen innerhalb der
Gesamtleukozytenzahl bestimmt. Bei der Verteilung der DC-Subpopulationen wurden
myeloide (CD11¢'CD11b") und plasmazytoide (CD11¢"B220") DCs untersucht.

Die Anzahl der isolierten Leukozyten lag in SPF-kolonisierten Méusen, die bereits schwere
Entziindungen im Darm aufwiesen, bei 9,2 £ 2,0 x 10’ Zellen. In den anderen
Versuchsgruppen konnten durchschnittlich ~3,0 x 107 Zellen isoliert werden (Tab. 8).

Der prozentuale Anteil CD11c'-Zellen an der Leukozytenzahl betrug 0,5 — 1 %. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen kolonisierten
Tieren gefunden werden (Tab. 8).

Um eventuell erhohte Leukozytenzahlen bei der Beurteilung der prozentualen Anteile
CD11c"-Zellen zu beriicksichtigen, wurden die absoluten Zahlen CD11c'-Zellen berechnet.
Lediglich in SPF-kolonisierten Miusen konnte eine deutlich erhdhte Anzahl CD11c"-Zellen
von 5,2 + 2,0 x 10° bestimmt werden. In den anderen Versuchsgruppen konnte unabhingig
von der Kolonisierung eine #hnliche Anzahl von ~1,5 x 10° CDI1lc"-Zellen beobachtet

werden (Tab. 8).
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Tab. 8: Leukozytenzahl, prozentualer Anteil DCs an der Leukozytenzahl und die absolute Zellzahl der
CDl11c"-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten von IL-2"-Miusen. Leukozyten wurden aus den
mesenterialen Lymphknoten isoliert, die Zellzahl bestimmt und CDI11c’-Zellen durchflusszytometrisch
analysiert. Die Prozentzahlen geben den prozentualen Anteil an der Leukozytenpopulation (= 100 %) an. Fiir die
absoluten Zellzahlen wurden die prozentualen Werte auf die gezdhlte Anzahl der Leukozyten bezogen. mLK-

DCs: dendritische Zellen aus den mesenterialen Lymphknoten. Die Zahlen geben Mittelwerte aus mindestens
drei analysierten Tieren pro Gruppe + Stabw. an.

Kolonisierune der Absolute Prozentualer Anteil Absolute Anzahl
11 2'/'-Miiuseg Leukozytenzahl mLK-DCs an der mLK-DCs
(x 107 Zellen) Leukozytenzahl (%) (x 10° Zellen)

Keimfrei 2,8+1.8 0,61 +0,15 1,0+0,3

B. vulgatus 3,6+1,6 0,58 +£0,18 1,1+0,2

E. coli/B. vulgatus 1,8+2,3 0,74 + 0,20 1,7+0,5

E. coli 22+12 0,45+0,10 1,2+0,5
SPF 9,2+ 2,07 0,60 + 0,13 52 42,07

p < 0,05 im Vergleich zu B. vulgatus-, E. coli-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und
keimfreien Tieren.

Die Verteilung der DC-Subpopulationen zeigte keine Differenzen in den mesenterialen
Lymphknoten zwischen den unterschiedlich kolonisierten Tieren. Die dominierende
Population bildeten mDC (CD11¢'CD11b") mit ungefihr 58 % CD11c'-Zellen, pDC
(CD11¢"B220") machten nur ca. 30 % der CD11c" Zellen aus (Abb. 11).

CD11c*CD11b* (= mDC) CD11c*B220* (= pDC)
100 1 100 -
80 - -
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Abb. 11: Prozentualer Anteil der Subpopulationen an der DC-Gesamtpopulation in den mesenterialen
Lymphknoten. Aus /L-2"-Mzusen wurden die mesenterialen Lymphknoten entnommen, die Leukozyten isoliert
und die Zellen mit anti-CD11¢ (PE), anti-CD3e, anti-DXS5, anti-CD19 (alle FITC) und zusétzlich mit den
Oberflichenmarkern CD11b fiir mDCs und B220 fiir pDCs (beide APC) gefarbt und mittels FACS analysiert.
Gezeigt sind Mittelwerte aus mindestens drei analysierten Tieren pro Gruppe + Stabw. GF: keimfrei, B.v.: B.
vulgatus mpk, E+B: E. coli mpk/B. vulgatus mpk, E.coli: E. coli mpk, SPF: spezifisch-pathogenfrei.
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3.2.2.3 Lokalisierung dendritischer Zellen in den mesenterialen Lymphknoten

Um die Lokalisierung und Verteilung CD11c"-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten
zu bestimmen, wurde eine anti-CDl1lc Immunofluoreszenz-Farbung durchgefiihrt.
Kryoschnitte wurden mit biotinilierten monoklonalem Ak (mAk) gegen CDIllc und
anschlieBendem sekundiren Antikdrper (Alexa 594) gefirbt. CD11c'-Zellen wurden mittels
eines Fluoreszenzmikroskopes analysiert.

Die Lokalisierung CD11c"-Zellen war in den unterschiedlich kolonisierten Tieren sehr
dhnlich. Auch die Anzahl dendritischer Zellen zeigte keine deutlichen Unterschiede zwischen

den unterschiedlich kolonisierten Gruppen (Abb. 12).

Keimfrei B. vulgatus

B-Zell
Region

E. coli Isotyp

B-Zell Regionen

5

Abb. 12: Lokalisierung CD11c¢"-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten. Kryoschnitte der mesenterialen
Lymphknoten aus unterschiedlich kolonisierten /L-2”-Mausen wurden mittels Immunofluoreszenz hinsichtlich
CD11c"-Zellen analysiert. Gezeigt ist ein reprisentativer Schnitt aus drei analysierten Tieren pro Gruppe. Rot
(Alexa 594): CD11c'-Zellen. Lingenbalken entspricht 30 um. HEV's: high endothelial venules.

Zusammenfassung: Charakterisierung dendritischer Zellen in den mesenterialen
Lymphknoten

In den unterschiedlich kolonisierten Gruppen der IL-2""-Miuse zeigten mLK-DCs keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Expression von Aktivierungsmarkern, des Anteils
CD11c"-Zellen an der Leukozytenzahl, der Verteilung der DC-Subpopulationen oder der
Lokalisation CD11c"-Zellen. Lediglich die CCR7-Expression war auf mLK-DCs E. coli- und
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SPF-kolonisierter /L-2"-Miuse signifikant erhoht im Vergleich zu B. vulgatus-

monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und keimfreien Tieren.

3.3 Untersuchung der T-Zellen in der Lamina propria

Im Lymphknoten aktivieren und polarisieren maturierte DCs naive CD4 -T-Zellen
(Banchereau & Steinman 1998). Je nach Aktivierungszustand der DCs werden naive T-Zellen
zu Thl-, Th2- oder Th17-Zellen polarisiert. Th1-Zellen sezernieren IFN-y und aktivieren
Makrophagen, wahrend Th2-Zellen durch die Produktion von IL-4 und IL-10 zur Aktivierung
von B-Zellen fithren (Murphy et al. 2000; Neurath ef al. 2002). Th17-Zellen sind durch die
Produktion von IL-17 und IL-23 gekennzeichnet (Bettelli et al. 2006; Veldhoen et al. 2006).
Die aktivierten und polarisierten T-Zellen migrieren durch Expression verschiedener
Oberflachenmarker in die Lamina propria und aktivieren dort die jeweiligen Immunzellen.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der unterschiedliche Aktivierungszustand
Lamina propria-dendritischer Zellen in den Versuchsgruppen der IL-2""-Miuse einen Einfluss
auf die Polarisierung naiver intestinaler T-Zellen hat. Dazu wurden Leukozyten aus dem
Darm B. vulgatus-monokolonisierter oder SPF-kolonisierter Méuse isoliert, mit PMA (para-
Methoxyamphetamin) und Ionomycin stimuliert und anschlieBend die Expression
intrazelluldrer Zytokine der CD4 CD3"-Zellen (= T-Zellen) mittels FACS bestimmt.

In SPF-kolonisierten Miusen konnten signifikant mehr CD4'CD3"-Zellen in der Lamina
propria im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten Mausen beobachtet werden (Abb. 14).
Lamina propria-T-Zellen SPF-kolonisierter Mause zeigten eine erhohte Produktion von IFN-y
und TNF-a. Zusétzlich konnte eine leicht erhdhte IL-17 Produktion beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu konnte in Lamina propria T-Zellen B. vulgatus-monokolonisierter Méuse

weder IFN-y, TNF-a, IL-17 noch IL-10 oder IL-4 nachgewiesen werden (Abb. 13).
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Abb. 13: Intrazellulire Zytokinfirbung der T-Zellen in der Lamina propria. Leukozyten wurden aus dem
Gesamtdarm von J/L-2"-Miusen isoliert, iiber 3 h mit PMA und Ionomycin stimuliert und die Produktion
intrazellulirer Zytokine der CD3'CD4 -Zellen mittels FACS bestimmt. Gezeigt ist ein reprisentativer Dotplot
aus drei analysierten Tieren pro Gruppe. Die Zahlen geben die Mittelwerte der Prozentzahl positiver Zellen aus
den analysierten Tieren an + Stabw. * p < 0,05 im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten Mausen.

Die Produktion von IFN-y und IL-17 in den Lamina propria T-Zellen SPF-kolonisierter
IL-2""-Tiere weist auf eine Th1 und zumindest partielle Th17 induzierte Kolitis hin. T-Zellen
der B. vulgatus-monokolonisierten Tiere scheinen dagegen weder in Thl- oder Th2- noch in

Th17-Richtung polarisiert zu sein.

3.4 B. vulgatus induziert semi-mature Lamina propria-dendritische Zellen durch IL-6

Verschiedene Studien belegten, dass IL-6 bei der Differenzierung dendritischer Zellen zu

einem semi-maturen Phinotyp (CD40°CD80"°MHCII™) eine wichtige Rolle spielt (Frick et
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al. 2006; Hegde et al. 2004). Es konnte eine IL-6 vermittelte Reduktion der CCR7-Expression
auf DCs, sowie eine reduzierte Migration dieser DCs beobachtet werden (Hegde et al. 2004).
Zudem waren IL-6 induzierte semi-mature DCs durch eine geringere Responsivitit gegeniiber
LPS charakterisiert (Hegde et al. 2004; Park et al. 2004).

Es ist in vitro beschrieben, dass B. vulgatus semi-mature DCs (CD40"°CD80°MHCII™)
induziert, die auf einen zweiten Stimulus mit £. coli eine deutliche Reduktion der TNF-a
Sekretion und T-Zell-Aktivierung im Vergleich zu naiven E. coli-stimulierten DCs zeigten.
Die reduzierte Responsivitit der B. vulgatus stimulierten DCs gegeniiber E. coli erwies sich
als IL-6 abhingig (Frick et al. 2006).

Zunichst sollte in vitro geklart werden, ob B. vulgatus-stimulierte DCs, vergleichbar mit
den beschriebenen semi-maturen DCs in der Literatur, eine reduzierte CCR7-Expression,
verbunden mit einer verminderten Migrationskapazitit, sowie eine geringere Responsivitit
gegeniiber LPS zeigen. Da funktionell eingeschriankte, semi-mature DCs in Gegenwart von
IL-6 induziert wurden (Frick et al. 2006; Geisel et al. 2007; Hegde et al. 2004), sollte

zusatzlich der Einfluss von IL-6 auf diese Funktionen bestimmt werden.

3.4.1 CCR7-Expression auf B. vulgatus- oder E. coli-stimulierten DCs

Zur Bestimmung der CCR7-Expression auf knochenmarksgereiften WT- und /L-6"-DCs
wurden DCs mit B. vulgatus oder E. coli stimuliert, die mRNA der Zellen isoliert und die
Expression der CCR7-mRNA iiber quantitative real-time PCR bestimmt (Abb. 14A).
Zusétzlich wurde die CCR7-Expression (Abb. 14B), sowie die Expression der
Aktivierungsmarker auf den Zellen mittels FACS analysiert.

Im Vergleich zu E. coli-stimulierten Zellen exprimierten B. vulgatus-stimulierte Zellen
weniger CCR7-mRNA (Abb. 14A). Ubereinstimmend damit konnte auch mittels FACS eine
verminderte CCR7-Expression auf B. vulgatus-stimulierten im Vergleich zu E. coli-
stimulierten DCs festgestellt werden (Abb. 14B). Dagegen war auf IL-6"-DCs die
verminderte CCR7-Expression in B. vulgatus-stimulierten DCs sowohl auf mRNA-Ebene wie
auch auf Proteinebene aufgehoben.

Zusitzlich wurde der von Frick ef al. beobachtete semi-mature Phénotyp (CD401°MHCIIhi)
B. vulgatus-stimulierter DCs, sowie der mature Phinotyp (CD40"MHCII™) E. coli-
stimulierter DCs bestétigt (Daten nicht gezeigt) (Frick et al. 2006).
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Abb. 14: CCR7-Expression auf knochenmarksgereiften DCs. WT- oder /L-6"-DCs wurden entweder mit B.
vulgatus oder mit E. coli stimuliert. A) Nach 4 h wurde die mRNA der DCs isoliert und die CCR7-mRNA-
Expression mittels quantitativer real-time PCR bestimmt. Gezeigt sind reprisentative Daten aus mindestens drei
unabhéngigen Experimenten. Jedes Experiment wurde in Duplikaten durchgefiihrt, aus denen sich der Mittelwert
+ Stabw. darstellt. mock: unstimulierte Zellen. B) Nach 20 h Stimulation wurde mittels FACS die Expression
von CCR7 auf CDllc'-Zellen bestimmt. Gezeigt ist ein reprisentiver Dotplot aus drei unabhingigen
Experimenten. * p < 0,05 im Vergleich zu B. vulgatus- und zur mock-Kontrolle; ** p < 0,05 im Vergleich zur
mock-Kontrolle.

3.4.2 Migration B. vulgatus- oder E. coli-stimulierter DCs

Um zu ermitteln, ob die B. vulgatus-induzierte Suppression der CCR7-Expression auf
knochenmarksgereiften DCs eine Auswirkung auf die Migration dendritischer Zellen hat,
wurden B. vulgatus- oder E. coli-stimulierte DCs in einem Transwell-Migrations-Assay
untersucht.

Dazu wurden B. vulgatus- oder E. coli- stimulierte DCs in das obere und die CCR7-
Liganden (CCL19 und CCL21) in das untere Kompartiment des Transwells gegeben. Nach

4 h wurde die Anzahl der in das untere Kompartiment gewanderten Zellen mittels FACS
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bestimmt. Zusitzlich wurde die IL-6-Abhéngigkeit der Migration in /L-6"-DCs betrachtet.

Als Negativkontrolle diente die Anzahl migrierter Zellen ohne Chemokin-Zugabe (Abb. 15).
In WT-Maéusen war in B. vulgatus-stimulierten DCs eine reduzierte Migration der Zellen

im Vergleich zu E. coli-stimulierten DCs entlang des Chemokin-Gradienten zu beobachten.

Dieser Effekt war in J/L-6""-DCs aufgehoben.
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Abb. 15: Migrationspotential B. vulgatus- oder E. coli-stimulierter DCs. WT- und /L-6"-DCs wurden mit B.
vulgatus oder E. coli stimuliert, nach 24 h geerntet und ein Transwell-Migrations-Assay iiber 4 h durchgefiihrt.
Die Anzahl der Zellen, die entlang des Chemokin-Gradienten ins untere Kompartiment migrierten, wurde mittels
FACS bestimmt; Zur Darstellung wurden die E. coli-stimulierten DCs, die entlang des Chemokin-Gradienten ins
untere Kompartiment migriert waren, auf eins normalisiert. mock: Zellen, die ohne Chemokin-Gradienten in das
untere Kompartiment migrierten. Gezeigt sind repriasentative Daten aus drei unabhéngigen Experimenten. Jedes
Experiment wurde in Triplikaten durchgefiihrt, aus denen sich der Mittelwert + Stabw. darstellt. * p < 0,05 im
Vergleich zu B. vulgatus-stimulierten Zellen.

3.4.3 Responsivitit B. vulgatus- oder E. coli-stimulierter DCs gegeniiber LPS

Semi-mature DCs zeigen neben einer reduzierten CCR7-Expression und einem
verminderten Migrationspotential auch eine geringere Responsivitit gegeniiber LPS (Hegde
et al. 2004). Daher wurden knochenmarksgereifte, B. vulgatus-stimulierte DCs anhand ihrer
Reaktivitdt gegeniiber LPS untersucht. Die DCs wurden entweder mit B. vulgatus oder mit
LPS stimuliert, oder mit B. vulgatus vorstimuliert und anschlieBend mit LPS restimuliert. Aus
den Uberstinden der stimulierten Zellen wurde die IL-6- und TNF-o-Konzentration iiber
ELISA bestimmt.

Die Stimulation dendritischer Zellen mit LPS fithrte im Vergleich zu B. vulgatus-
stimulierten DCs zu einer deutlichen Produktion von TNF-a. Dagegen zeigten B. vulgatus
vorstimulierte DCs, die mit LPS restimuliert wurden, eine Reduktion der TNF-o Produktion
um 75 % im Vergleich zu naiven LPS-stimulierten DCs (Abb. 16). Die IL-6-Produktion

zeigte sich in B. vulgatus-vorbehandelten, LPS-stimulierten und in naiven LPS-stimulierten
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DCs nahezu unverindert. In B. vulgatus-vorbehandelten, LPS-stimulierten /L-6"-DCs war die
signifikante Reduktion der TNF-o Produktion im Vergleich zu LPS-stimulierten DCs
aufgehoben. Es ldsst sich somit eine IL-6-Abhédngigkeit der reduzierten Responsivitit B.

vulgatus-induzierter dendritischer Zellen gegeniiber einem nachfolgenden LPS-Stimulus

feststellen.
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Abb. 16: Responsivitit gegeniiber LPS-Stimulation in WT- und IL-6"-DC. DCs wurden mit B. vulgatus,
oder LPS, oder mit B. vulgatus vor- und mit LPS restimuliert und aus den Uberstinden TNF-o und IL-6 mittels
ELISA gemessen. Gezeigt sind reprisentative Daten aus mindestens drei unabhingigen Experimenten. Jedes
Experiment wurde in Triplikaten durchgefiihrt, aus denen sich der Mittelwert + Stabw. darstellt. * p < 0,05 im
Vergleich zu LPS-stimulierten DCs. N.N.: nicht nachweisbar.

Die in vitro Versuche bestitigten, dass B. vulgatus semi-mature DCs
(CD40"°CD80MHCII"™) induziert, die im Vergleich zu E. coli-stimulierten DCs eine
reduzierte CCR7-Expression und ein vermindertes Migrationspotential aufweisen. Aullerdem
zeigten semi-mature DCs eine geringere Responsivitit gegeniiber LPS im Vergleich zu
nativen DCs. In IL-6"-DCs waren alle untersuchten funktionellen Einschrinkungen B.
vulgatus-stimulierter DCs aufgehoben. IL-6 scheint daher fiir die Funktionseinschrinkungen

semi-maturer DCs eine wichtige Rolle zu spielen.
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3.5 IL-6-Expression dendritischer Zellen in der Lamina propria B. vulgatus-

kolonisierter IL-2""-Miiuse

In vitro Vorarbeiten zeigten, dass B. vulgatus-stimulierte DCs IL-6 produzierten, andere
proinflammatorische Zytokine wie TNF-a oder IL-12 jedoch nicht induziert wurden (Frick et
al. 2006). E. coli-stimulierte DCs produzierten dagegen TNF-a, IL-12 und IL-6. Die
Stimulation dendritischer Zellen mit B. vulgatus fiihrte zu semi-maturen (CD40"°MHC-IT™)
DCs, wihrend E. coli mature (CD40™MHC-II") DCs induzierte. Frick ef al. demonstrierten in
weiteren Versuchen, dass IL-6 in Abwesenheit der proinflammatorischen Zytokine TNF-a
und IL-12 eher eine immunregulatorische als immunaktivierende Funktion austibt (Frick ef al.
2006). In dieser Arbeit zeigten B. vulgatus-stimulierte DCs IL-6-abhéngige funktionelle
Einschrinkungen beziiglich der CCR7-Expression, des Migrationspotentials und der LPS-
Responsivitit.

Es sollte nun in vivo untersucht werden, ob, vergleichbar mit den in vitro Vorarbeiten,
Lamina propria-dendritische Zellen (LP-DCs) B. vulgatus-monokolonisierter Mause 1L-6 in
Abwesenheit von TNF-a produzieren. Dazu wurde die Expression von IL-6 und TNF-a in
LP-DCs B. vulgatus- und E. coli-monokolonisierter /L-2”-Miuse mittels intrazellulirer
Zytokinfarbung, bzw. mittels quantitative real-time PCR analysiert.

Um die Anzahl CD11c"-Zellen fiir diese Untersuchungen zu expandieren, wurden B.
vulgatus- und E. coli-monokolonisierte Tiere mit einer Tumorzelllinie (B16-FL Zellen)
behandelt, die konstitutiv stabilen Flt3-Liganden produziert (Mach et al. 2000). Flt3-Liganden
wirken in einer frilhen Entwicklungsphase auf hadmatopoetische Vorlduferzellen und
unterstiitzen vor allem die Proliferation dendritischer Zellen durch die Bindung an FIt3-
Rezeptoren (Mach et al. 2000; Shortman & Naik 2007). Eventuell auftretende Verdnderungen
des DC-Phédnotyps und der Verteilung der DC-Subpopulationen wurde in

Kontrollexperimenten untersucht.

Expansion dendritischer Zellen mittels Flt3-Ligand

B. vulgatus- und E. coli-monokolonisierten /L-2"-Méusen wurden subkutan 3 x 10° B16-
FL Zellen injiziert. Nach zwei Wochen wurden die Maiuse getotet, die Expression der
Aktivierungsmarker auf LP-DCs untersucht und die Verteilung der DC-Subpopulationen
bestimmt. Aus dem Gesamtdarm wurden Leukozyten isoliert und mittels FACS die
Expression von CDl1lc, CD40, MHC-Klasse-II, CD11b und B220 analysiert. Bei der
Auswertung wurden T-, NK- und B-Zellen durch mAK gegen CD3e, DX5 und CD19

ausgeschlossen und nur CD11c¢"-Zellen beriicksichtigt.
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Der prozentuale Anteil LP-DCs an der Leukozytenpopulation erhohte sich durch die
Behandlung mit Flt3-L von ~1-3 % auf ~7-15 %. Die Expression der Aktivierungsmarker
zeigte in CD11c'-Zellen keine signifikanten Unterschiede zwischen unbehandelten und

Flt3-L-expandierten LP-DCs (Abb. 17).
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Abb. 17: CD11c'-Population und Expression von Aktivierungsmarkern in FIt3-L-expandierten und
unbehandelten LP-DCs aus E. coli-kolonisierten IL-2"-Miusen. E. coli-monokolonisierten /L-2""-Mausen
wurden subkutan B16-FL Zellen injiziert, nach zwei Wochen getétet, die Leukozyten isoliert und diese LP-DCs
anhand der Aktivierungsmarker mit LP-DCs aus unbehandelten E. coli-kolonisierten /L-2"-Mzusen verglichen.
Gezeigt ist ein représentativer Dotplot aus drei analysierten Tieren pro Gruppe.

Hinsichtlich der DC-Subpopulationen fiihrte die Behandlung der Miuse mit FIt3-L zu
einem Anstieg der plasmazytoiden DCs im Vergleich zu den unbehandelten Tieren. Der
prozentuale Anteil pDCs zur CD11c"-Population stieg in den Flt3-L behandelten Miusen um
~15 %. Bei der Analyse der Aktivierungs- und Maturationsmarkern konnte weder in den
myeloiden noch in den plasmazytoiden DC-Subpopulationen signifikante Unterschiede

zwischen FIlt3-L-expandierten und unbehandelten LP-DCs gefunden werden (Daten nicht

gezeigt).

Nachdem gezeigt wurde, dass durch die Behandlung der Maiuse mit Flt3-L keine
signifikanten Anderungen der LP-DCs hinsichtlich der Aktivierungsmarker auftreten wurde
untersucht, ob LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter Tiere IL-6 in Abwesenheit von TNF-a
produzieren. Dazu wurden B. vulgatus- oder E. coli-monokolonisierte /L-2""-Méuse mit Flt3-
L behandelt, die Leukozyten isoliert und die Expression von IL-6 und TNF-o der CD11c'-
Zellen mittels intrazelluldrer Farbung analysiert.

LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter Miuse produzierten ca. 4-mal mehr IL-6 im

Vergleich zu LP-DCs E. coli-kolonisierter Tiere. Im Gegensatz dazu war die TNF-a-
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Produktion in LP-DCs B. vulgatus-kolonisierter Tiere ca. 3-mal geringer als in LP-DCs E.
coli-kolonisierter Tiere (Abb. 18B).
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Abb. 18: IL-6- und TNF-a-Produktion dendritischer Zellen in der Lamina propria. B. vulgatus- oder E.
coli-monokolonisierten /L-2"-Miusen wurden subkutan B16-FL Zellen injiziert, nach 2 Wochen getdtet und die
Leukozyten aus dem Gesamtdarm isoliert. Durch intrazelluldre Zytokinfarbung wurde die Expression von IL-6
(PE) und TNF-a (PE) in den LP-DCs analysiert. A) Histogramme der intrazelluldren IL-6 und TNF-a Produktion
in B. vulgatus- (grau) und E. coli- (weil) kolonisierten Méusen. Hellgrau: Isotyp (PE). Gezeigt ist ein
reprasentatives Histogramm aus mindestens drei analysierten Tieren pro Gruppe. B) Auswertung der Dotplots
der intrazelluldren IL-6 und TNF-a Produktion DCs in B. vulgatus- (grau) und E. coli- (wei3) kolonisierten
Maiusen. Gezeigt sind Mittelwerte der prozentualen Anteile IL-6 beziehungsweise TNF-a positiver Zellen aus
drei analysierten Tieren pro Gruppe + Stabw. p < 0,05 im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten Tieren.

Zusitzlich wurden Flt3-L-expandierte LP-DCs B. vulgatus- oder E. coli-monokolonisierter
Miuse mittels eines FACS-Sortiergerites isoliert und {iber quantitative real-time PCR die
Expression von IL-6 und TNF-a mRNA bestimmt.

LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter Méuse zeigten eine hohere IL-6 mRNA und eine
geringere TNF-a mRNA Expression im Vergleich zu E. coli-monokolonisierten Tieren. Das
Verhiltnis von IL-6 zu TNF-a mRNA war bei LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter Tiere
signifikant erhoht (Abb. 19).

LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter /L-2""-Miuse produzierten somit hauptséchlich IL-
6 und nur geringfiigig TNF-a im Vergleich zu LP-DCs E. coli-monokolonisierter Tiere.
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Abb. 19: Verhiiltnis von IL-6 zu TNF-0 mRNA
dendritischer Zellen in der Lamina propria. B. vulgatus-
oder E. coli-monokolonisierten [L-2”-Miusen wurden
subkutan B16-FL Zellen injiziert und nach zwei Wochen
getotet. Nach der Leukozytenisolation aus dem Gesamtdarm
wurden CD11c"-Zellen mit einem FACS-Sortiergerit isoliert
und die IL-6 und TNF-oo mRNA quantifiziert. Dargestellt ist
das mRNA-Verhéltnis von IL-6/TNF-a. Gezeigt sind
Mittelwerte aus drei analysierten Tieren pro Gruppe + Stabw.
* p < 0,05 im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten
Tieren.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass LP-DCs B. vulgatus-

monokolonisierter und E. coli/B. vulgatus-kokolonisierter IL-2"-Mause vermutlich in

Abhingigkeit von IL-6 zu semi-maturen DCs differenzieren. Semi-mature LP-DCs zeigten im

Vergleich zu maturierten LP-DCs E. coli- und SPF-kolonisierter Tiere eine reduzierte CCR7-

Expression, sowie eine reduzierte T-Zell-Aktivierung. Dies konnte die Kolitisprivention in B.

vulgatus-monokolonisierten und E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten IL-2""-Mausen erkliren.
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4 Diskussion

Die Etiologie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen (CED) ist noch nicht vollstindig
erforscht. Neben einer genetischen Préadisposition werden Umweltfaktoren und eine
systemische Dysregulation des Immunsystems als Hauptursache der CED diskutiert
(Baumgart & Carding 2007; Sartor 2006; Strober et al. 2007; Xavier & Podolsky 2007).
Untersuchungen in Mausmodellen zeigen, dass die Darmflora entscheidend zur
Kolitisinduktion beitrdgt. In dieser Arbeit sollte die unterschiedliche Modulation dendritischer
Zellen durch Kommensale untersucht werden.

Als Kolitismodell diente die IL-2-defiziente Maus. Diese Méause entwickeln unter SPF
Bedingungen eine ausgeprigte Kolitis, wihrend Tiere unter keimfreien Bedingungen gesund
bleiben. Zudem konnte gezeigt werden, dass verschiedene Bakterienstimme unterschiedliches
kolitogenes Potential besitzen. /L-2”-Miuse, die nur mit E. coli mpk besiedelt wurden,
entwickelten eine Kolitis, dagegen blieben /L-2""-Méuse, die nur mit Bacteroides vulgatus
besiedelt wurden, gesund. Bei kokolonisierten Tieren konnte B. vulgatus die durch E. coli
mpk induzierte Kolitis verhindern. Dies konnte durch histologische Untersuchungen gezeigt
werden (Waidmann et al. 2003).

Die Kolitisinduktion in IL-2"-Msusen wird durch Dysregulation der T-Zell-Reifung
(Malek et al. 2002; Wolf et al. 2001) mit nachfolgender iiberschieBender Thl-Antwort
verursacht (Ehrhardt er al. 1997; Strober et al. 2002). Da die Aktivierung und Polarisierung
von T-Zellen hauptsdchlich durch mature DCs induziert wird (Banchereau et al. 2000;
Banchereau & Steinman 1998), wurde in dieser Arbeit untersucht, ob B. vulgatus oder E. coli
Lamina propria-dendritische Zellen (LP-DCs) der gnotobiotischen Tiere unterschiedlich
aktivieren. Die Modulation dendritischer Zellen wurde vor Auftreten klinischer und
histologischer Zeichen der Inflammation in E. coli-kolonisierten Tieren untersucht. Dadurch
konnte der immunologische Status vor Beginn der Kolitis im Vergleich zu gesundbleibenden
B. vulgatus-kolonisierten Tieren analysiert werden. AuBlerdem konnte die Aktivierung
dendritischer Zellen durch korpereigene proinflammatorische Zytokine, die wihrend des
Entziindungsprozesses von Immunzellen sezerniert werden, ausgeschlossen werden. Als
Referenztiere zu den gnotobiotischen Tieren dienten SPF-kolonisierte und keimfreie Tiere.
SPF-kolonisierte Tiere erkrankten im Vergleich zu E. coli-kolonisierten Tieren frither an einer
Kolitis (Waidmann et al. 2003) und zeigten zum Zeitpunkt der Untersuchungen bereits
Darmentziindungen. Keimfreie Tiere dagegen blieben wie B. vulgatus-monokolonisierte und

E. coli/B. vulgatus-kokolonisierter IL-2""-Miuse gesund (Waidmann ez al. 2003).
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter und E.
coli/B. vulgatus-kokolonisierter IL-2"-Miduse  einen  semi-maturen Phénotyp
(CD40°CD80°CD86°"MHCII™) aufweisen. Im Gegensatz dazu wurden in E. coli- und SPF-
kolonisierten Tieren aktivierte und maturierte (CD40™CD80™CD86"MHCII™) LP-DCs
bestimmt. Weitere Untersuchungen zeigten in E. coli- und SPF-kolonisierten Tieren eine
reduzierte Anzahl LP-DCs, sowie eine erhdhte Anzahl CCR7-DCs in den mesenterialen
Lymphknoten im Vergleich zu B. vulgatus-kolonisierten Tieren.

Hinsichtlich der Aktivierung von T-Zellen in der Lamina propria konnte in SPF-
kolonisierten Tieren eine Polarisierung der T-Zellen in Richtung Thl festgestellt werden,
wihrend T-Zellen in der Lamina propria B. vulgatus-monokolonisierter Tiere keine Th-
Antwort zeigten. Diese Ergebnisse fiihren zu der Vermutung, dass mature LP-DCs E. coli-
und SPF-kolonisierter Tiere in die mesenterialen Lymphknoten migrieren und dort naive T-
Zellen in Richtung Thl polarisieren. Dagegen bleiben semi-mature DCs B. vulgatus-
kolonisierter Tiere in der Lamina propria, wodurch naive T-Zellen in den mesenteriellen
Lymphknoten weder aktiviert noch polarisiert werden koénnen (Abb.: 20). Die
Kolitispravention in B. vulgatus-kolonisierten Tieren war aullerdem mit einer erhohten IL-6-
und verminderten TNF-a-Produktion Lamina propria-dendritischer Zellen verbunden. Es ist
daher denkbar, dass B. vulgatus-induziertes IL-6 fiir die immunregulatorische Funktion von B.

vulgatus verantwortlich sein konnte.
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Abb. 20: Hypothese zur Kolitisprivention in B. vulgatus-kolonisierten Tieren. B. vulgatus induziert,
vermutlich {iber einen IL-6 abhidngigen Mechanismus, semi-mature LP-DCs, die gegeniiber maturen DCs eine
reduzierte CCR7-Expression und ein vermindertes Migrationspotential in die mesenterialen Lymphknoten
aufweisen. Durch die reduzierte Migration der semi-maturen LP-DCs kann keine Aktivierung der T-Zellen in
den mesenterialen Lymphknoten stattfinden. Dies konnte die Kolitispravention in B. vulgatus-kolonisierten
Tieren erkldaren. mLK: mesenteriale Lymphknoten.

4.1 Induktion semi-maturer DCs in der Lamina propria B. vulgatus -

monokolonisierter 7L-2""-M:iuse

Eine wichtige Funktion immaturer DCs ist die Antigenaufnahme und deren Prisentation an
naive T-Zellen. Nach Antigenaufnahme durchlaufen DCs einen Reifungsprozess, in dessen
Folge ihre endozytischen Aktivititen abnehmen und verstirkt MHC-Klasse-II (MHC-II) und
kostimulatorische Molekiile (CD40, CD80 und CD86), die zur Prasentation und Aktivierung
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der naiven T-Zellen ndtig sind, exprimiert werden. Die Expression dieser
Oberflichenmolekiile zeigt daher den Aktivierungs- und Maturationszustand dendritischer
Zellen an.

In dieser Arbeit wurde die Expression von CD40, CD80, CD86 und MHC-II auf LP-DCs
in E. coli-, B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und SPF-
kolonisierten, sowie in keimfreien Mausen untersucht. LP-DCs E. coli- und SPF-kolonisierter
IL-2""-Miuse zeigten eine signifikante Erhohung des Aktivierungsmarkers CD40 und eine
deutliche Erhohung der Aktivierungsmarker CD80 und CD86 im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen.

Der LP-DC Phianotyp E. coli-monokolonisierter und SPF-kolonisierter Méuse entspricht
vollstindig aktivierten und maturierten DCs (CD40"CD8O"CD86"MHCII™) (Banchereau et
al. 2000), B. vulgatus-assoziierte Tiere zeigen dagegen eine unvollstindige
(CD40"°CD80°CD86'°"MHCII™) Aktivierung und Maturation Lamina propria-dendritischer
Zellen.

Die Aktivierungszustinde muriner Lamina propria-dendritischer Zellen werden in der
Literatur kontrovers diskutiert. Wihrend einige Studien unter SPF-Bedingungen
hauptsdchlich immature DCs zeigten (Inaba et al. 1993; Mowat 2003), konnten kiirzlich
durchgefiihrte Studien eine hohe Expression von MHC-II, und eine schwache Expression von
CD40, CD80 und CD86 (Krajina et al. 2003), bzw. eine erhdhte Expression von CD86
(Takenaka et al. 2007) beobachten. Ubereinstimmend mit dieser Arbeit konnten dagegen
Cruickshank et al. in SPF-IL-2""-Miusen, die bereits an einer Kolitis litten, einen aktivierten
LP-DC  Phinotyp beobachten (Cruickshank et al  2005). Hinsichtlich der
Aktivierungszustinde Lamina propria-dendritischer Zellen monokolonisierter Tiere liegen
bislang noch keine Ergebnisse vor. In vitro wurden knochenmarksgereifte DCs mit E. coli
stimuliert. Diese E. coli stimulierten DCs zeigten einen aktivierten und maturierten DC-
Phénotyp (Frick et al. 2006).

Der LP-DC-Phinotyp B. vulgatus-kolonisierter Tiere (CD40"°CD80"°CD86°MHCII™)
wurde bereits in vitro beschrieben und als semi-matur bezeichnet (Frick et al. 2006; Geisel et
al. 2007; Hegde et al. 2004). Semi-mature DCs sind durch eine geringe Expression von CCR7
und damit durch ein geringes Migrationspotential charakterisiert. AuBlerdem zeigen sie
gegeniiber LPS eine reduzierte T-Zell-Aktivierung (Hegde et al. 2004). Auch in vitro fiihrte
die Stimulation dendritischer Zellen mit B. vulgatus zu einem semi-maturen Zustand. Wurden
diese B. vulgatus-stimulierten DCs mit E. coli restimuliert, konnte E. coli keine vollstandige

Aktivierung der DCs im Hinblick auf Aktivierungs- und Maturationsmarker, sowie der T-
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Zell-Aktivierung im Vergleich zu naiven E. coli-stimulierten DCs induzieren (Frick et al.
2006).

Keimfreie Tiere zeigten trotz Abwesenheit von Bakterien eine erhohte MHC-II-Expression
der LP-DCs. Die Expression der MHC-II-Molekiile wird wahrscheinlich durch
Nahrungsmittelantigene und mikrobielle Bestandteile wie z.B. LPS, im autoklavierten Streu
induziert. Auch andere Arbeitsgruppen beobachteten in keimfreien Méusen eine leichte
Aktivierung des Mukosa-assoziierten Immunsystems (Krajina et al. 2003; Takenaka et al.

2007).

4.1.1 Expression von Aktivierungsmarkern auf Lamina propria-dendritischen Zellen

in WT-Maiusen

Vergleichbar mit IL-2""-Miusen zeigten E. coli- und SPF-kolonisierte Tiere eine erhohte
Expression der Aktivierungsmarker im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B.
vulgatus-kokolonisierten und keimfreien Tieren. Die Aktivierung und Stimulation der LP-
DCs scheint daher durch die IL-2-Defizienz nicht beeintrichtigt zu sein. Die Induktion der
Kolitis in JL-2""-Miusen beruht vielmehr auf einem Mangel an regulatorischen T-Zellen
(Fontenot et al. 2005; Malek et al. 2002; Setoguchi et al. 2005; Wolf et al. 2001). Dieser
Mangel wird fiir die iiberschieBende Antwort aktivierter T-Effektorzellen verantwortlich

gemacht.

4.1.2 DC-Subpopulationen in der Lamina propria

In der Maus konnten bisher vier DC-Subpopulationen in der Lamina propria identifiziert
werden (Tab. 9): (i) CD11¢'CD11b"CD8a’ CD4” (= myeloide DC, mDC), (ii) CD11¢ CD11b
CD8a’CD4, (iii) CD11c¢'CD11b'CD8a’'CD4” und CD11¢™B220°CD11bCD8a”” (=
plasmazytoide DC; pDC) (Iwasaki 2007; Johansson & Kelsall 2005; Kelsall & Leon 2005).
Die einzelnen Subpopulationen unterscheiden sich durch ihre Entwicklung und ihre
Funktionen (Tab. 9) (Ardavin 2003; Banchereau et al. 2000; Shortman & Naik 2007;
Shortman & Liu 2002).

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die unterschiedliche Kolonisierung der Miuse einen
Einfluss auf die Verteilung der DC-Subpopulationen hat. Anhand der Expression von CDl11c,
CD11b, B220 und CD8 wurden die DC-Subpopulationen bestimmt. In allen Mausgruppen

wurden hauptséchlich mDCs und nur wenige pDCs gefunden. E. coli-monokolonisierte
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Maiuse zeigten bereits vor Beginn der intestinalen Inflammation einen leichten Anstieg der
pDCs, der in erkrankten SPF-kolonisierten Méusen noch deutlicher zu sehen war. Dagegen
konnte keine Anderung in der prozentualen Verteilung der pDCs und mDCs in den anderen
Versuchsgruppen beobachtet werden. CD11c'CD8"-Zellen waren nur in sehr geringer Anzahl
vorhanden.

In der Literatur wird die Verteilung der Subpopulationen an der DC-Gesamtpopulation in
der Lamina propria kontrovers diskutiert. In den meisten Studien dominieren mDCs
gegeniiber pDCs (Johansson & Kelsall 2005; Karlis et al. 2004; Mowat 2003; Niess et al.
2005). Es wird vermutet, dass mDCs Bakterien im terminalen Ileum aufnehmen und sich in
entziindeten Arealen vermehrt ansammeln (Karlis et al. 2004; Mowat 2003; Niess et al.
2005). Die Verschiebung der DC-Subpopulationen in Richtung pDCs in E. coli-
monokolonisierten und SPF-kolonisierten Médusen wurde auch in anderen Arbeitsgruppen
beobachtet (Krajina et al. 2003). Karlis et al. konnten Ansammlungen der pDCs in
inflammatorisch verdnderten Arealen zeigen (Karlis et al. 2004). Mature pDCs besitzen die
Fahigkeit naive T-Zellen zu IL-10-produzierenden T, zu differenzieren (Ito et al. 2007;
Kawamura et al. 2006; Moseman et al. 2004). Der erhohte Anteil pDCs in den kolitogenen
Tieren konnte daher ein Mechanismus zur Regulation iberschieBender T-Effektorzellen
darstellen, der durch den Mangel an regulatorischen T-Zellen in JL-2"-Méusen (Malek et al.
2002; Setoguchi et al. 2005) nicht wirken kann. Ubereinstimmend mit dieser Arbeit werden
CD11c¢'CD8"-Zellen in der Lamina propria nur in geringen Anteilen beobachtet (Kelsall &
Leon 2005). Die Funktion der CD11¢'CD8 -Subpopulation in der Lamina propria ist noch
immer nicht vollstindig geklart (Tab. 9).

Tab. 9: Murine DC-Subpopulationen in der Lamina propria und deren Funktionen (verdndert nach
Johansson & Kelsall 2005).

DC-Subpopulation Funktionen

CD11¢'CD11b"CD8 CD4" Ansammlung in entziindeten Arealen (Karlis et al. 2004).

Bakterienaufnahme im terminalen Ileum (Niess et al. 2005)

IL-23-Produktion im nicht-entziindlichen Zustand

CD11¢"CD11b'CD8 CD4 Bakterienaufnahme im terminalen Ileum (Becker et al.
2003).
CD11¢'CD11b'CDS8'CD4 Unbekannt

CD11¢'CD11b'B220" Ansammlung in entziindeten Arealen (Karlis ef al. 2004).
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4.1.3 Charakterisierung der T-Zellen in der Lamina propria

Die Aktivierung und Polarisierung naiver CD4'-T-Zellen in Thl-, Th2- oder Thl7-
Antwort findet im Lymphknoten durch antigenprisentierende DCs statt (de Jong et al. 2002).
Die Aktivierung von T-Zellen induziert Effektor-T-Zellen, die bei Polarisierung in Thl-
Richtung hauptsédchlich IFN-y produzieren, wéhrend Th2-Zellen die Zytokine IL-4 und IL-10
sezernieren (Abbas et al. 1996; Ho & Glimcher 2002). Eine Th-17-Antwort ist durch IL-17
und IL-23 gekennzeichnet (Aggarwal et al. 2003; Weaver et al. 2006). Die Differenzierung
der Th-Antworten ist im Organismus durch z.B. Tye-Zellen streng reguliert, so dass ein
Gleichgewicht zwischen den Th-Antworten besteht. Fehler in der Regulation fiihren zur
Entgleisung des Systems und unter anderem zu inflammatorischen oder allergischen
Reaktionen (Murphy et al. 2000; Neurath et al 2002). In den meisten murinen
Kolitismodellen ist das Gleichgewicht in Richtung Thl-Antwort verschoben (Strober et al.
2002).

Semi-mature DCs sind in vitro durch ein reduziertes T-Zell-Aktivierungspotential
beschrieben (Frick et al. 2006; Hegde et al. 2004). Es wurde daher untersucht, ob semi-
mature LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter [L-2”-Miuse eine geringere T-Zell-
Aktivierung und Polarisierung im Vergleich zu SPF-kolonisierten Tieren in der Lamina
propria zeigen. Es wurden Lamina propria-T-Zellen (LP-T-Zellen) aus B. vulgatus-
monokolonisierten und SPF-kolonisierten Médusen isoliert und durch intrazelluldre Féarbung
die Produktion der Zytokine IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-4 und IL-10 untersucht.

Es konnten signifikant mehr T-Zellen in SPF-kolonisierten Tieren im Vergleich zu B.
vulgatus-kolonisierten Tieren isoliert werden. T-Zellen aus SPF-kolonisierten Maiusen
produzierten hauptsichlich IFN-y, TNF-a und geringe Mengen an IL-17. In LP-T-Zellen B.
vulgatus-monokolonisierter Mause konnten dagegen keine der untersuchten Zytokine
nachgewiesen werden.

Die Zytokinproduktion der LP-T-Zellen in SPF-kolonisierten Maéusen zeigt eine
Polarisierung der T-Zellen in Richtung Thl. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Resultaten
anderer Studien (Ehrhardt et al. 1997; Sadlack ef al. 1995; Simpson et al. 1995). Neben dieser
Thl-Antwort kann eine zusétzliche Th17-Antwort, durch die geringe Produktion von IL-17,
nicht ausgeschlossen werden. T-Zellen differenzieren in Méusen unter Einfluss von TGF-f3
und IL-6 zu Th17-Zellen (Bettelli et al. 2006; Veldhoen et al. 2006). In SPF-kolonisierten /L-
2”-Mausen korreliert die Induktion der Kolitis mit geringen Mengen an TGF-f mRNA und
hohen Mengen an IL-6 mRNA (Autenrieth et al. 1997). Die TGF-B und IL-6 mRNA
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Expression konnte eine mogliche Erkldrung fiir die Induktion einer zusétzlichen Thl7-
Antwort sein.

LP-T-Zellen aus B. vulgatus-monokolonisierten Maéusen zeigen weder eine
Zytokinproduktion in Richtung Thl, Th2 noch in Richtung Th17. Es findet somit keine
Polarisierung der T-Zellen statt. Auch die reduzierte Anzahl LP-T-Zellen weist auf eine
verminderte Aktivierung der T-Zellen hin. Dies steht im Einklang mit in vitro Studien, in
denen B. vulgatus-stimulierte DCs ein reduziertes T-Zell-Aktivierungpotential im Vergleich
zu E. coli-stimulierten DCs zeigten (Frick et al. 2006). Eine weitere Erklarung fiir die nicht
stattgefunden Polarisierung der LP-T-Zellen in B. vulgatus-monokolonisierten Méusen konnte

eine verminderte Migration semi-maturer DCs in die mesenterialen Lymphknoten sein.

4.2 Induktion semi-maturer dendritischer Zellen durch IL-6

Nachdem LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter IL-2"-Miuse einen semi-maturen
Phinotyp (CD40"°CD80°CD86'°"MHCII") aufwiesen, wurde die Induktion dieses Phinotyps
genauer untersucht. Vorarbeiten zeigten, dass die Stimulation dendritischer Zellen mit
B. vulgatus zu einer Produktion von IL-6 fiihrte, die Sekretion anderer Zytokine (TNF-a, IL-
12, IL-10) jedoch kaum induziert wurde (Frick et al. 2006). Die DCs wiesen eine erhdhte
Expression von MHC-II und nur eine geringe Expression von CD40 auf. Zudem zeigten B.
vulgatus-induzierte semi-mature DCs ein geringes T-Zell-Aktivierungspotential (Frick et al.
2006). Auf einen zweiten Stimulus mit E. coli zeigten B. vulgatus-behandelte DCs eine
deutliche Reduktion der TNF-a Sekretion und T-Zell-Aktivierung im Vergleich zu naiven E.
coli-stimulierten DCs. Lediglich die Produktion von IL-6 blieb unveréndert hoch (Frick ef al.
2006). Die geringere Responsivitét der B. vulgatus/E. coli-stimulierten DCs konnte durch die
Zugabe von anti-IL-6 mAk aufgehoben werden und dementsprechend durch die
Vorstimulation mit rekombinantem IL-6 induziert werden. Auch die Vorstimulation mit
Uberstéinden B. vulgatus-stimulierter DCs fiihrte zu einer geringeren Responsivitit (Frick et
al. 2006). Aus diesen Ergebnissen wurde vermutet, dass B. vulgatus-induziertes IL-6 in
Abwesenheit von TNF-o und IL-12 DCs in einen semi-maturen Zustand differenziert.

Ausgehend von diesen Vorarbeiten wurde die IL-6- und TNF-a-Produktion Lamina
propria-dendritischer Zellen B. vulgatus- und E. coli-monokolonisierter Tiere mittels
intrazellulirer Zytokinfirbung, sowie durch mRNA-Bestimmung isolierter CD11c"-Zellen
untersucht. Fiir diese Versuche wurden /L-2”-Miuse zur Expansion der DCs mit FIt3-L

(FMS-like tyrosine kinase-3 ligand, F1t3-L) behandelt. Es konnte sowohl durch intrazelluldre
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Zytokinfarbung, als auch durch mRNA-Bestimmung gezeigt werden, dass LP-DCs B.
vulgatus-monokolonisierter Mause mehr IL-6, aber deutlich weniger TNF-a als LP-DCs E.
coli-monokolonisierter Mduse produzierten.

Dies steht im Einklang mit Beobachtungen anderer Studien, die IL-6 und TNF-a mRNA
im Kolongewebe von IL-2"-Méusen bestimmten. Waidmann et al. beobachteten in E. coli-
monokolonisierten Mausen erh6hte Mengen an TNF-a, IFN-y und CD14 mRNA im Vergleich
zu B. vulgatus-monokolonisierten Médusen (Waidmann ef al. 2003). Eine erh6hte IL-6 mRNA
Expression konnten Frick ef al. in B. vulgatus-monokolonisierten Méusen verglichen mit E.
coli-monokolonisierten Mausen zeigen (Frick et al. 2006).

Die in vivo Ergebnisse weisen darauf hin, dass B. vulgatus in LP-DCs die Produktion von
IL-6, jedoch nicht von TNF-o und IL-12, induziert. Daher konnte IL-6 bei der
Differenzierung von naiven LP-DCs zu semi-maturen LP-DCs eine wichtige Rolle
zukommen. Durch LP-DCs produziertes IL-6 konnte zusétzlich, iiber einen parakrinen Loop,
weitere benachbarte LP-DCs zu semi-maturen DCs differenzieren, und somit zum Erhalt der

intestinalen Homdostase beitragen.

4.2.1 Expansion dendritischer Zellen mittels Flt3-Liganden

Die geringe absolute Anzahl LP-DCs im nicht entziindeten Intestinaltrakt B. vulgatus- und
E. coli-monokolonisierter /L-2"-Miuse erschwerte die gleichzeitige Durchfithrung der
intrazelluldren Zytokinfirbungen und der CD11c’-Zellisolation mit anschlieBender mRNA-
Analyse. Daher wurden E. coli- und B. vulgatus-monokolonisierte Mause subkutan mit einer
Tumorzelllinie behandelt, die konstitutiv stabilen Flt3-L exprimiert. Flt3-Liganden wirken in
einer frilhen Entwicklungsphase auf hidmatopoetische Vorlauferzellen. Sie unterstiitzen die
Erhaltung, sowie die Proliferation und Differenzierung hamatopoetischer Zellen (D'Amico &
Wu 2003; Karsunky et al. 2003; Shortman & Naik 2007). Die Behandlung von Mausen und
Menschen mit Flt3-L fiihrt zur auBergewohnlichen Expansion der DCs (Maraskovsky et al.
1996; Maraskovsky et al. 2000). Die Expansion dendritischer Zellen ermdglichte die
Identifizierung neuer Subpopulationen und erleichterte die Untersuchung ihrer Funktionen
(Maraskovsky et al. 1996). Es wird allerdings noch immer kontrovers diskutiert, ob die
Expansion dendritischer Zellen eine Verdnderung der Subpopulationen und der Maturation
bewirkt.

In vitro konnte gezeigt werden, dass durch FIt3-L die Bildung von pDCs und

konventionellen DCs (cDCs) gefordert wird. Diese DCs exprimierten nur geringfligig
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MHC-II, CD40, CD80 und CD86 und entsprachen damit dem immaturen Zustand
unbehandelter Milz-DCs (Naik et al. 2006). In vivo wurden jedoch in der Milz FIt3-L-
expandierte DCs mit einem maturen Phénotyp beobachtet. Diese Milz-DCs zeigten auch eine
Anderungen in der Verteilung der Subpopulationen (Maraskovsky et al. 1996; Pulendran et
al. 1997; Shurin et al. 1997). Viney et al. konnten dagegen immature, Flt3-L-expandierte DCs
aus der Lamina propria isolieren. Die Stimulation mit LPS in vivo fiihrte zu einer erhohten
Expression der Aktivierungsmarker und zur Maturation der DCs (Viney ef al. 1998). Chirdo
et al. zeigten ebenfalls immature, Flt3-L-expandierte LP-DCs. Zusitzlich beobachtete diese
Gruppe aber nur geringfiigige Anderungen in der Verteilung der DC-Subpopulationen
(Chirdo et al. 2005).

Auch in dieser Arbeit konnte in Flt3-L-expandierten LP-DCs eine geringfiigige Anderung
in der Verteilung der Subpopulationen in Richtung CD11¢"B220"-Zellen beobachtet werden.
Den Hauptanteil der CD11c¢'-Population machten aber noch immer mDCs aus, die keine
Anderung hinsichtlich der Expression von CD40, CCR7 und MHC-II zeigten. Es ist daher zu
erwarten, dass Flt3-L-expandierte LP-DCs ein &hnliches Zytokinmuster produzieren wie

naive LP-DCs.

4.2.2 Pro- und antiinflammatorische Wirkungen von IL-6

Der Einfluss von IL-6 auf die Induktion einer Kolitis (Atreya et al. 2000; Naito et al. 2004;
Yamamoto et al. 2000), sowie auf die T-Zell Differenzierung (Diehl & Rincon 2002; Diehl et
al. 2000; Murphy et al. 2000) wurde bereits in verschiedenen Studien untersucht. Es werden
sowohl anti- als auch proinflammatorische Eigenschaften des Zytokins beschrieben.

Eine proinflammatorische Wirkung von IL-6 ist hauptsédchlich in murinen Kolitismodellen
zu beobachten. Im TNBS (trinitrobenzene sulfonic acid)-induzierten Kolitismodell, im /L-10
“-Mausmodell, sowie im SCID”-T-Zelltransfermodell konnte durch die Behandlung mit
Antikdrpern gegen IL-6-Rezeptoren (anti-IL6R mAk) eine Kolitisinduktion verhindert
werden (Atreya et al. 2000; Yamamoto et al. 2000). In einer weiteren Studie konnte gezeigt
werden, dass IL-6""-Miuse gegeniiber einer DSS (dextran sulfate sodium)-induzierten Kolitis
weniger anfdlliger waren als WT-Mause (Naito et al. 2004).

Antiinflammatorische FEinfliisse von IL-6 werden dagegen hinsichtlich der T-Zell-
Differenzierung beschrieben. Zum Beispiel fiihrte die IL-6-Stimulation von T-Zellen zur 1L-4
Sekretion und einer Th2-Polarisierung (Diehl & Rincon 2002; Murphy et al. 2000). In einer
weiteren Studie fiihrte IL-6 in CD4 -Zellen zur Hochregulation von SOCS1 (suppressor of
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cytokine signaling). SOCSI inhibiert den IFN-y-Signalweg und verhindert dadurch eine Th1-
Differenzierung der T-Zellen. Dementsprechend wird durch IL-6 das Th1/Th2-Gleichgewicht
eher in Richtung Th2 verschoben (Diehl ef al. 2000).

Die Kolitisinduktion in SPF-kolonisierten /L-2""-Miusen ist durch eine Thl-Antwort der
CD4'-T-Zellen charakterisiert (Ehrhardt et al. 1997; Sadlack et al. 1995; Simpson et al.
1995). Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass LP-DCs B. vulgatus-kolonisierter
Tiere IL-6 produzieren. Ubereinstimmend mit den beschriebenen antiinflammatorischen
Einfliissen in der Literatur wire eine Suppression der Thl-Antwort durch IL-6 denkbar und
konnte neben anderen Mechanismen zusitzlich zur Inhibition der Kolitis in B. vulgatus-
monokolonisierten und E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten Tieren fiihren.

Weitere immunregulierende Eigenschaften durch IL-6 wurden in DCs beobachtet. Park et
al. zeigten, dass WT-Mause besonders nach LPS-Stimulation eine signifikant hohere Anzahl
immaturer DCs aufweisen als /L-6"-Miuse. Durch weitere Versuche konnte demonstriert
werden, dass die Maturation dendritischer Zellen durch STAT3 (signal transducer and
activator of transcription) verhindert wurde. STAT3 spielt als Signaltransmittor im IL-6-
Signalweg eine zentrale Rolle (Park ef al. 2004). Die Induktion des IL-6-STAT3-Signalweges
aktiviert das lysosomale Enzym, Cathepsin S. Dieses Enzym vermindert die intrazelluldre
Expression von H2-DM und MHC-II off Dimer in DCs und fiihrt daher zu einer
abgeschwichten T-Zellaktivierung (Kitamura et al. 2005).

Ein weiterer Hinweis, dass IL-6 an der Differenzierung dendritischer Zellen beteiligt ist,
zeigte eine in vitro Studie, in der DCs mit IL-6 vorstimuliert und anschlieBend mit LPS
restimuliert wurden. Der durch IL-6-induzierte intermedidre Phinotyp zeigte eine reduzierte
Expression des CCR7-Rezeptors, damit verbunden ein vermindertes Migrationspotential und
eine geringere Responsivitit, die durch eine reduzierte T-Zell-Aktivierung bestétigt wurde
(Hegde et al. 2004). Dieser beschriecbene DC-Phinotyp ahnelt beziiglich der
Aktivierungsmarker und der T-Zell-Aktivierung dem beschriebenen B. vulgatus-induzierten
semi-maturen Phinotyp (Frick et al. 2006).

Es wurde in dieser Arbeit gepriift, ob B. vulgatus-stimulierte, semi-mature DCs im
Vergleich zu E. coli-stimulierten DCs eine reduzierte Expression des CCR7-Rezeptors, ein
vermindertes Migrationspotential und eine geringere Responsivitit gegeniiber LPS zeigen.
Um den Einfluss von IL-6 zu untersuchen, wurden die Versuche auch mit IL-6""-DCs
durchgefiihrt.

B. vulgatus-stimulierte DCs zeigten im Vergleich zu E. coli-stimulierten DCs eine

geringere CCR7 mRNA-Expression und eine geringere Expression von CCR7-Rezeptoren auf
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der Zelloberfldche. Die biologische Relevanz dieser reduzierten CCR7-Expression zeigte sich
durch ein vermindertes Migrationspotential der B. vulgatus-stimulierten DCs im Vergleich zu
E. coli-stimulierten DCs. Auch beziiglich der Restimulation mit LPS zeigten B. vulgatus
stimulierte DCs eine signifikante Reduktion der TNF-a Produktion verglichen mit nativen
DCs. Alle funktionellen Einschrinkungen der B. vulgatus-stimulierten DCs waren in B.
vulgatus-stimulierten IL-6"-DCs aufgehoben.

Die durchgefiihrten Versuche zeigen, dass B. vulgatus-induzierte semi-mature DCs
beziiglich der funktionellen Eigenschaften mit dem von Hegde er al. beobachteten
intermedidren DC-Phéinotyp tibereinstimmen. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass die
funktionellen Einschrinkungen der B. vulgatus-induzierten semi-maturen DCs IL-6-abhingig
sind. Die Stimulation dendritischer Zellen mit geringen Konzentrationen an TLR-Liganden
induzierte ebenfalls semi-mature DCs, die tolerant gegeniiber weitere Stimuli waren. Die
Toleranzinduktion in diesen DCs war IL-6 abhingig und in /L-6"-DCs nicht mehr zu
beobachten (Geisel et al. 2007).

IL-6 scheint demnach auf DCs eine modulierende Wirkung zu haben, die sich in einer
reduzierten Maturationsfahigkeit und in funktionellen Einschrinkungen zeigt. Die erhohte
IL-6-Produktion LP-DCs B. vulgatus-kolonisierter Tiere in vivo, sowie die in vitro Ergebnisse

dieser Arbeit lassen vermuten, dass B. vulgatus 1L-6 abhidngig semi-mature DCs induziert.

4.3 Reduziertes Migrationspotential semi-maturer dendritischer Zellen

Nachdem B. vulgatus-induzierte semi-mature DCs in vitro eine reduzierte CCR7-
Expression verbunden mit einer verminderten Migrationsfdahigkeit zeigten, wurde untersucht,
ob semi-mature LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter Tiere auch ein reduziertes
Migrationspotential aufweisen. Die Migration LP-DCs wurde in dieser Arbeit durch die
Bestimmung der DC-Anzahl in der Lamina propria und in den mesenterialen Lymphknoten,
der Bestimmung der Aktivierungsmarker mesenterialer Lymphknoten-DCs (mLK-DCs),
sowie durch die CCR7-Expression in der LP- und mLK-DCs untersucht.

4.3.1 Erhohte Anzahl dendritischer Zellen in der Lamina propria B. vulgatus

monokolonisierter IL-2""-Miiuse

Die isolierte Leukozytenzahl aus dem Gesamtdarm der SPF-kolonisierten Mausen, die

bereits schwere Entziindungen im Darm zeigten, war signifikant erh6ht im Vergleich zu den
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anderen Versuchsgruppen. Bei der Untersuchung des prozentualen Anteils dendritischer
Zellen an der Leukozytenzahl wurden in B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-
kokolonisierten und keimfreien Mausen dhnliche Anteile gefunden. E. coli-monokolonisierte
und SPF-kolonisierte Tiere zeigten dagegen einen signifikant geringen prozentualen Anteil.

Die signifikant hohere Leukozytenzahl der SPF-kolonisierten Tiere im Vergleich zu den
anderen Mausgruppen ist durch die starke intestinale Entziindung dieser Tiere zum Zeitpunkt
der Untersuchung bedingt. Auch andere Arbeitsgruppen konnten in murinen Kolitismodellen
einen starken Anstieg der Leukozyten in erkrankten Mdusen beobachten. Dabei weist die
erhohte Leukozytenzahl auf eine bereits stattgefundene Infiltration verschiedener
Immunzellen in das entziindete Gewebe hin (Cruickshank et al. 2005; Krajina et al. 2003).
Der signifikant geringere prozentuale Anteil LP-DCs E. coli- und SPF-kolonisierter Tiere im
Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen konnte durch eine bereits stattgefunden Migration
der DCs in die mesenterialen Lymphknoten erkldrt werden. Die Angaben in der Literatur
beziiglich des prozentualen Anteils dendritischer Zellen an der Leukozytenzahl schwanken in
der Literatur betrdchtlich (Chirdo et al. 2005; Cruickshank et al. 2005; Jang et al. 2006). Die
Ergebnisse dieser Arbeit liegen im beschriebenen Bereich.

Die absoluten Zahlen CD11c positiver Zellen wurden zur Uberpriifung des reduzierten
prozentualen Anteils dendritischer Zellen in E. coli- und SPF-kolonisierten Tieren bestimmt.
E. coli-monokolonisierte Tiere zeigten eine geringere absolute CD11c'-Zellzahl als B.
vulgatus-monokolonisierte, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierte und keimfreie Méuse. In SPF-
kolonisierte Tiere wurde dagegen eine vergleichbare absolute Zellzahl zu den protektiven
Versuchsgruppen berechnet.

In E. coli-kolonisierten Tieren sind sowohl prozentual, wie auch absolut eindeutig weniger
LP-DCs als in B. vulgatus-kolonisierten und keimfreien Tieren vorhanden. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass E. coli-monokolonisierte und SPF-kolonisierte LP-DCs zu einem
maturen Phénotyp differenzieren, wihrend LP-DCs der B. vulgatus-monokolonisierten und E.
coli/B. vulgatus-kokolonisierten Tiere eine unvollstindige Aktivierung und Maturation
zeigten. Es ist daher denkbar, dass die maturierten LP-DCs der E. coli-monokolonisierten
Tiere in die mesenterialen Lymphknoten migrieren, wahrend semi-mature LP-DCs der B.
vulgatus-kolonisierten Tiere in der Lamina propria ruhen und vergleichbar mit LP-DCs im
nicht-entziindlichen Zustand nur ein geringes Migrationsverhalten in die mesenterialen
Lymphknoten zeigen (Jang et al. 2006). Diese Vermutung wird durch die &hnliche
prozentuale und absolute Anzahl LP-DCs B. vulgatus-kolonisierter Tieren mit LP-DCs

keimfreier Tiere bestarkt.
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Im entziindeten Gewebe SPF-kolonisierter Mause wiirde man nach dieser Hypothese eine
deutliche Migration der maturen LP-DCs in die mesenterialen Lymphknoten vermuten. Die
absoluten CD11c¢"-Zellen in der Lamina propria sind in diesen Tieren jedoch vergleichbar mit
E. coli/lB. vulgatus-kokolonisierten, bzw. geringfiigig niedriger als in den B. vulgatus-
monokolonisierten und keimfreien Tieren. Eine Erkldrung dafiir konnte die Migration von
Immunzellen aus anderen Geweben sein, die durch die vermehrte Zytokinausschiittung der
Leukozyten im entziindeten Geweben angelockt werden (Medzhitov & Janeway, Jr. 1997). Es
ist denkbar, dass in SPF-kolonisierten Tieren DCs aus anderen Geweben bereits zu den

entzlindlichen Arealen migriert sind, wodurch sich die absolute Anzahl DCs erhéht (Abb. 21).

SPF E. coli B. vulgatus

5x107 qukozyten 1,4 x 107 Leukozyten 1,4 x 107 Leukozyten

7
® V 3,5x10°DCs 2,1x10°DCs 4,1x10°DCs
=1,0% ~1,1% ~3,2%

DC aus anderen oo °® *a"
.Gevzeben DCs DCs
mI=K mLK mLK

Abb. 21: Darstellung der absoluten Zellzahlen von Leukozyten und LP-DCs, sowie der prozentuale Anteil
dendritischer Zellen an der Leukozytenzahl in der Lamina propria. Im entziindeten Darm SPF-kolonisierter
Tiere sind bereits Leukozyten eingewandert, wiahrend im nicht-entziindeten Zustand der E. coli- und B. vulgatus-
monokolonisierten Tiere nur wenig Leukozyten vorhanden sind. Aufgrund des geringen prozentualen DC-
Anteils, sowie der geringen absoluten Zellzahl wird vermutet, dass die aktivierten und maturierten LP-DCs E.
coli- und SPF-kolonisierter Tiere bereits in die mesenterialen Lymphknoten gewandert sind, wahrend DCs B.
vulgatus-monokolonisierter Tiere in der Lamina propria ruhen (hoher prozentualer DC-Anteil und hohe absolute
LP-DC-Zahl). SPF-kolonisierte Tiere konnten durch den Einstrom dendritischer Zellen aus anderen Geweben
eine hohere absolute Anzahl CD1lc'-Zellen zeigen, als E. coli-monokolonisierte Tiere. Schwarze Punkte:
Leukozyten; rote Punkte: DCs; mLK: mesenteriale Lymphknoten.

4.3.2 Anzahl dendritischer Zellen in den mesenterialen Lymphknoten

Um zu iiberpriifen, ob LP-DCs der E. coli- und SPF-kolonisierten /L-2"-Miuse in die
mesenterialen Lymphknoten migrieren, wurde die Anzahl der mesenterialen Lymphknoten-

DCs (mLK-DCs) bestimmt. Zwischen den einzelnen Mausgruppen konnten beziiglich des
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prozentualen Anteils dendritischer Zellen keine deutlichen Unterschiede festgestellt werden.
Die Berechnung der absoluten Zellzahl CDI11c"-Zellen zeigte in E. coli-, B. vulgatus-
monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und keimfreien Méusen eine &dhnliche
Anzahl, wihrend SPF-kolonisierten Miuse eine erhdhte Anzahl CD11c¢"-Zellen aufwiesen.

In der Literatur liegt der prozentuale Anteil CD1lc'-Zellen in den mesenterialen
Lymphknoten mit ~1 % (Cruickshank et al. 2005; Walton et al. 2006) knapp {liber den Werten
in dieser Arbeit. Die dhnlichen DC-Anteile der unterschiedlichen Mausgruppen stimmen mit
den bisherigen Vermutungen nicht iiberein. Aufgrund der DC-Anzahl in der Lamina propria,
wurde eine vermehrte Migration Lamina propria-dendritischer Zellen E. coli- und SPF-
kolonisierter Tiere in die mesenterialen Lymphknoten angenommen, die folglich zu einem
hoheren prozentualen Anteil mLK-DCs in E. coli- und SPF-kolonisierten Tieren im Vergleich
zu B. vulgatus-kolonisierten und keimfreien Tieren hitte fithren miissen.

Eine mogliche Erklirung fiir den nicht erh6hten prozentualen Anteil mLK-DCs in E. coli-
und SPF-kolonisierten Tieren konnte die begrenzte Lebensdauer maturer DCs sein. In der
Literatur ist wenig tiber den Verbleib dendritischer Zellen nach T-Zell-Aktivierung bekannt.
Studien weisen auf eine Apoptose-Induktion dendritischer Zellen durch aktivierte T-Zellen
hin. In vivo konnte mittels Immunhistologie dargestellt werden, dass injizierte,
fluoreszierende, naive DCs deutlich ldnger in den Lymphknoten blieben als injizierte,
fluoreszierende, antigenprisentierende DCs (Ingulli et al. 1997). Nachfolgende in vitro-
Studien konnten beweisen, dass antigenpréisentierende DCs nach der Stimulation spezifischer
T-Zellen bereits nach 8 h in Apoptose gingen, wihrend immature DCs keine Anzeichen von
Apoptose zeigten (Matsue et al. 1999; Matsue & Takashima 1999).

Die Berechnung der absoluten CD11c"-Zellzahl in den mesenterialen Lymphknoten zeigte
in SPF-kolonisierten Tieren gegeniiber E. coli-, B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B.
vulgatus-kokolonisierten und keimfreien Maiusen deutlich mehr CDI11c"-Zellen. Die
fortgeschrittene Entziindung der SPF-kolonisierten Tiere lockt vermutlich auch DCs aus
anderen Geweben in die Lamina propria. Nach Antigenaufnahme in der Lamina propria,
wandern diese DCs in die mesenterialen Lymphknoten. Dies konnte zu der erhdhten absoluten
Anzahl dendritischer Zellen in den mesenterialen Lymphknoten fiihren. Eine erhohte DC-
Anzahl in den mesenterialen Lymphknoten konnten auch andere Arbeitsgruppen in

kolitogenen SPF-kolonisierten Méusen zeigen (Krajina ef al. 2003).
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4.3.3 Expression der Aktivierungsmarker dendritischer Zellen in den mesenterialen

Lymphknoten

Neben der Anzahl dendritischer Zellen in den mesenterialen Lymphknoten wurde in allen
Versuchsgruppen die Aktivierung und Maturation dendritischer Zellen anhand der Expression
von CD40 und MHC-II untersucht. Unabhéngig von der Kolonisierung zeigten alle mLK-DCs
eine erhohte Expression von CD40 und MHC-II.

Nach der bisherigen Hypothese sollten durch die Migration der maturen LP-DCs in die
mesenterialen Lymphknoten mLK-DCs E. coli- und SPF-kolonisierter Tiere eine hohere
Expression der Aktivierungsmarker als B. vulgatus-kolonisierte und keimfreie Tiere zeigen.
In den mesenterialen Lymphknoten befinden sich jedoch unterschiedliche DC-Populationen,
die sich unter anderem beziiglich ihres Aktivierungszustandes unterscheiden. Einen gewissen
Anteil machen dabei eingewanderte, aktivierte LP-DCs aus (Huang & MacPherson 2001).
Neben diesen konventionellen, migratorischen DCs existieren zusdtzlich noch lymphoide,
geweberesistente DCs, deren Aufenthaltsort auf die mesenterialen Lymphknoten beschréinkt
ist. Es wird vermutet, dass geweberesistente DCs eine wichtige Rolle bei der Induktion
tolerogener T-Zellen spielen (Shortman & Naik 2007). Diese geweberesistenten DCs gehdren
oftmals der gleichen DC-Subpopulation an wie migratorischen DCs, befinden sich jedoch in
einem immaturen Zustand (Henri ef al. 2001; Shortman & Naik 2007; Wilson et al. 2003).
Bei der Untersuchung der Aktivierungsmarker dendritischer Zellen im gesamten
Lymphknoten werden daher mature, migratorische DCs und immature, geweberesistente DCs
analysiert (Lindquist ef al. 2004; Wilson et al. 2003). Dadurch sind die Aktivierungszustéinde
der eingewanderten DCs nicht eindeutig zu bestimmen. Auch in der Literatur finden sich
widerspriichliche Ergebnisse beziiglich des Aktivierungszustandes der mLK-DCs. Walton et
al. konnten in unbehandelten keimfreien und SPF-Méusen mLK-DCs mit einem MHC-
[IMCD86"°CD40" Phinotyp identifizieren (Walton ef al. 2006), wihrend andere Studien einen
aktivierten DC-Phénotyp in den mesenterialen Lymphknoten zeigten (Henri et al. 2001; Jang
et al. 2006). Cruickshank et al. beobachteten, iibereinstimmend mit den Ergebnissen dieser
Arbeit, in kolitogenen SPF-IL-2" -Maiusen, aber auch in entziindungsfreien, keimfreien IL-27-
und in WT-Miéusen (SPF und keimfrei) erhohte Aktivierungsmarker der mLK-DCs
(Cruickshank et al. 2005). Die Aktivierung der mLK-DCs B. vulgatus-kolonisierter und
keimfreier Tiere ist wahrscheinlich durch die Aufnahme von LPS und anderen

Bakterienbestandteilen im autoklavierten Futter und Streu bedingt.
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4.3.4 CCR7-Expression dendritischer Zellen in der Lamina propria und in den

mesenterialen Lymphknoten

Es ist beschrieben, dass aktivierte DCs nach Antigenaufnahme in die sekundéren
Lymphorgane wandern und dort naive T-Zellen aktivieren (Kobayashi et al. 2004). Die
Migration der DCs in die Lymphknoten wird durch die Expression von CCR7 induziert.
CCR7 bindet an die beiden Chemokine CCL19 und CCL21 (Forster et al. 1999; Yanagihara
et al. 1998). CCL21 wird im lymphatischen Endothel (Banchereau & Steinman 1998; Sallusto
et al. 1998) sezerniert, wihrend CCL19 hauptsichlich in den T-Zell-Zonen der sekundéren
Lymphorgane produziert wird und die Anordnung der DCs in den T-Zell-Zonen koordiniert
(Baekkevold et al. 2001). Der CCR7-Rezeptor wird wéhrend des Reifungsprozesses
dendritischer Zellen auf der Zelloberflache exprimiert.

Eine mogliche Erklirung der Kolitispravention B. vulgatus-monokolonisierter und
kokolonisierter Maéuse ist die verminderte Migration semi-maturer LP-DCs in die
mesenterialen Lymphknoten. Da CCR7 fiir die Migration der DCs in die mesenterialen
Lymphknoten essentiell ist, wurde die CCR7-Expression auf LP-DCs und mLK-DCs in allen
Versuchsgruppen untersucht.

Die CCR7-Expression der intestinalen LP-DCs war unabhédngig von den untersuchten
Mausgruppen sehr gering. Dagegen konnte in den mesenterialen Lymphknoten eine
signifikante Erhohung der CCR7-Expression auf DCs E. coli- und SPF-kolonisierter Miuse
im Vergleich zu B. vulgatus-monokolonisierten, E. coli/B. vulgatus-kokolonisierten und
keimfreien Mausen festgestellt werden.

Die geringe CCR7-Expression mLK- und LP-DCs B. vulgatus-monokolonisierter und F.
coli/B. vulgatus-kokolonisierter Tiere unterstiitzt die Vermutung, dass semi-maturen LP-DCs
deutlich weniger in die mesenterialen Lymphknoten migrieren als die aktivierten und
maturierten LP-DCs E. coli- und SPF-kolonisierter Méause, die eine erhdhten CCR7-
Expression der mLK-DCs zeigten. Die niedrige CCR7-Expression der LP-DCs E. coli- und
SPF-kolonisierter Mause stimmt mit der niedrigen prozentualen Anzahl dendritischer Zellen
in der Lamina propria dieser Miduse iiberein. Beide Ergebnisse weisen auf eine bereits
stattgefunden Migration der LP-DCs hin.

Allerdings waren die prozentualen Anteile CDI1lc'-Zellen in den mesenterialen
Lymphknoten E. coli- und SPF-kolonisierter Miduse im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen nicht erhoht. Dieses Resultat wurde durch die begrenzte Lebenszeit der
migrierten, antigenprésentierenden LP-DCs erklédrt. Es wurde vermutet, dass T-Zellen nach

erfolgter Stimulation in diesen DCs Apoptose induzieren. CCR7"-DCs in den mesenterialen
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Lymphknoten sind bereits maturiert und sollten durch die T-Zell-induzierte Apoptose der DCs
nicht mehr analysiert werden konnen. Dies steht scheinbar im Widerspruch zur erhdhten
CCR7-Expression der mLK-DCs. Jedoch induzieren T-Zellen Apoptose erst nach einer
erfolgten Stimulation (Ingulli ez al. 1997; Matsue et al. 1999). Migrierte CCR7 -LP-DCs, die
gerade T-Zellen stimulieren, werden demnach im FACS als CCR7 -Zellen detektiert und

konnen zu der erhohten CCR7-Expression in den mesenterialen Lymphknoten fiihren.

4.4 Interaktion Lamina propria-dendritischer Zellen mit Bakterien

Immer noch offen ist die Frage welche Rezeptoren fiir die Interaktion der luminalen
Bakterien mit dem Mukosa-assoziierten Immunsystem verantwortlich sind. Eine bedeutende
Rolle bei der Induktion von Immunantworten gegen gramnegative Bakterien (wie z.B. B.
vulgatus oder E. coli) spielen TLR4 und TLR2, die unter anderem fiir die Erkennung von
Lipopolysacchariden zustindig sind. Eine mogliche Erkldrung fiir die unterschiedliche
Modulation Lamina propria-dendritischer Zellen in /L-2""-Miusen wire die Stimulation von
B. vulgatus iiber TLR2, wihrend E. coli-LP-DCs iiber TLR4 stimuliert werden konnten.

Es ist beschrieben, dass aufgereinigtes LPS der Familie Enterobacteriaceae eher TLR4 als
TLR2 Rezeptoren aktiviert und zu einer sehr starken Immunantwort fiihrt (Means et al. 1999).
Bestitigt wurde dies durch synthetisch hergestelltes E. coli Lipid A, dass fast ausschlieBlich
tiber TLR4 Signale induziert (Hirschfeld et al. 2000). Dagegen ist B. vulgatus phylogenetisch
eng verwandt mit Porphyromonas gingivalis. Es konnte gezeigt werden, dass LPS von
P. gingivalis (Hirschfeld et al. 2001) oder Bacteroides fragilis (Erridge et al. 2004)
wahrscheinlich iiber TLR2 vermittelt wird. LPS von P. gingivalis induzierte eine geringere
biologische Aktivitdt im Vergleich zu enterobakteriellem LPS (Hirschfeld ef al. 2001; Nair et
al. 1983).

Zudem konnte in DCs bereits gezeigt werden, dass die Stimulation von TLR4 und TLR2
zu einer unterschiedlichen Zytokinproduktion fiihrte. Nach der Stimulation von TLR4 wurde
IL-12(p70) und IFN-y induzierbarem Protein-10 (IP-10) analysiert und damit verbunden eine
Th1-Antwort, wihrend die Stimulation von TLR2 zur Produktion von IL-12(p40) homodimer
und IL-10 fithrte (Re & Strominger 2004; Re & Strominger 2001). Die Stimulation
dendritischer Zellen mit P3C (Pam3CysS(K)4), das als synthetischer Ligand zur Stimulation
von TLR2 eingesetzt wird, resultierte in einer, im Verhéltnis zur TNF-o Sekretion,
gesteigerten Produktion von IL-6. Dieses produzierte IL-6/TNF-a-Verhidltnis konnte auch

durch die Stimulation dendritischer Zellen mit B. vulgatus beobachtet werden. Dagegen
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produzierten E. coli stimulierte DCs ein &hnliches IL-6/TNF-a-Verhdltnis wie mit LPS
stimulierten DCs (Geisel 2006).

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die Kolitisinduktion in /L-2”-Méusen unabhingig
von einer Aktivierung der TLRs stattfindet, da IL-2"" x MyD88" x TRIF"" dreifach-defiziente
Maiuse eine Kolitis entwickelten (Rakoff-Nahoum et al. 2006). MyD88 und TRIF sind
Adapter-Molekiile der TLRs, die fiir den TLR-Signalweg benotigt werden. Die untersuchten
IL-2""-Miuse waren jedoch im Gegensatz der in dieser Arbeit verwendeten Tiere auf einem
Black 6 (BL/6) Hintergrund. Es ist nicht gesichert, ob auch in diesem Mausmodell B. vulgatus
einen protektiven Effekt auf die Kolitisinduktion ausiibt. TLRs, sowie andere PRRs, kdnnten
somit in JL-2""-Mausen mit C57BL/6 x 129/Ola Mischhintergrund mitverantwortlich fiir die

Entwicklung der Kolitis sein.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein semi-maturer Phénotyp Lamina propria-
dendritischer Zellen B. vulgatus-kolonisierter Tiere bestimmt werden. Vermutlich induziert B.
vulgatus die Differenzierung semi-maturer LP-DCs in Abhéngigkeit von IL-6. Die erhohte
Anzahl dendritischer Zellen in der Lamina propria und die geringe CCR7-Expression der LP-
DCs und mLK-DCs B. vulgatus-monokolonisierter und E. coli/B. vulgatus-kokolonisierter
Tiere deutet auf eine verminderte Migration dieser DCs in die mesenterialen Lymphknoten
hin. Dies konnte zu der beobachteten reduzierten T-Zell-Aktivierung B. vulgatus-kolonisierter
Tiere fiihren und damit die Kolitispravention in B. vulgatus-monokolonisierten und E. coli/B.

vulgatus-kokolonisierten /L-2""-Tieren erkliren.
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5 Zusammenfassung

Im IL-2-defizienten Mausmodell entwickeln Maiause unter SPF-Bedingungen eine
ausgeprigte Kolitis, wihrend Tiere unter keimfreien Bedingungen gesund bleiben (Contractor
et al. 1998; Ehrhardt ef al. 1997; Waidmann et al. 2003). Die Monokolonisierung mit E. coli
fiihrt zu einer Kolitisentwicklung, wéhrend B. vulgatus-monokolonisierte Tiere gesund
bleiben. In kokolonisierten Tieren konnte B. vulgatus die durch E. coli induzierte Kolitis
verhindern (Waidmann et al. 2003).

Es wurde untersucht, ob die Monokolonisierung von E. coli oder B. vulgatus zu einer
unterschiedlichen Modulation dendritischer Zellen in der Lamina propria (LP-DCs)
hinsichtlich der Aktivierung und Maturation, der DC Anzahl, der Lokalisation und der DC
Subpopulationen fiihrt. Keimfreie und SPF kolonisierte Maiuse dienten dabei als
Referenztiere. LP-DCs B. vulgatus monokolonisierter und E. coli/B. vulgatus kokolonisierter
IL-2""-Tiere zeigten einen semi-maturen Phinotyp (CD40"°CD80"°CD86°MHCII™), wihrend
die Monokolonisierung mit E. coli bereits vor Krankheitsbeginn zu aktivierten und
maturierten LP-DCs (CD40"CD80"CD86"MHCII™) fiihrte.

E. coli- und SPF-kolonisierte Tiere zeigten eine reduzierte Anzahl LP-DCs und eine
erhdhte Anzahl CCR7-DCs in den mesenterialen Lymphknoten im Vergleich zu B. vulgatus-
kolonisierten und keimfreien Tieren. Hinsichtlich der Aktivierung von Lamina propria-T-
Zellen polarisierten mature DCs T-Zellen in Richtung Thl, wéhrend semi-mature DCs keine
Th-Antwort induzierten. Die untersuchten DCs im Lymphknoten zeigten keine Unterschiede
hinsichtlich der Expression der Aktivierungsmarker und der DC-Anzahl zwischen E. coli-
monokolonisierten und B. vulgatus-kolonisierten Tieren.

Die Induktion semi-maturer DCs wurde in vitro durch IL-6 beschrieben (Frick et al. 2006;
Geisel et al. 2007; Hegde et al. 2004). In dieser Arbeit zeigten B. vulgatus stimulierte, semi-
mature DCs eine reduzierte CCR7 Expression und DC-Migration. Beide funktionellen
Einschrinkungen waren in B. vulgatus stimulierten /L-6"-DCs aufgehoben. In vivo konnte
eine erhohte IL-6 mRNA und Proteinexpression in intestinalen LP-DCs der B. vulgatus-
monokolonisierten Tiere im Vergleich zu E. coli-monokolonisierten Tieren bestimmt werden.
Dagegen war die TNF-o mRNA und Proteinexpression der LP-DCs in E. coli-

monokolonisierten Tieren hoher als in B. vulgatus-monokolonisierten Tieren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass B. vulgatus vermutlich in Abhingigkeit von IL-6 LP-DCs zu

einem semi-maturen Phénotyp differenziert, der zu einer reduzierten T-Zell-Aktivierung fiihrt.
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Dies konnte die Kolitispravention B. vulgatus-monokolonisierter und E. coli/B. vulgatus-
kokolonisierter Tieren erkldren. IL-6 scheint dabei in Abwesenheit proinflammatorischer
Zytokine, wie z.B. IL-12 und TNF-a, als immunregulatorisches Zytokin in Bezug auf

intestinale LP-DCs zu wirken.
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