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1 Einleitung

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sind die beiden Hauptformen der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (CED). Die Atiologie ist unbekannt, man geht jedoch von einer
iiberschiefenden Immunantwort des mukosalen Immunsystems gegeniiber der Darmflora in
genetisch pradisponierten Individuen aus.'” Genetische Faktoren spielen bei Morbus Crohn eine
groflere Rolle als bei Colitis ulcerosa, deren Auftreten in stirkerem Malle von Umweltfaktoren
abhingig ist.’” Die Privalenz der CED betrigt in Nordamerika und Europa 10-200 Fille pro
100000 Einwohner. Die Inzidenz stieg in den letzten 50 Jahren an. Die Erkrankungen
manifestieren sich in der 2.-4. Lebensdekade und verlaufen bei einem Grof3teil der Patienten
schubweise.*

Abdominalschmerzen und Diarrhoe sind die beiden Leitsymptome bei CED-Patienten. An
Morbus Crohn-Erkrankte entwickeln ein Malabsorptionssyndrom mit Gewichtsverlust. Kinder
leiden aufgrund dessen an Wachstumsstorungen. Zwischen Darm und Haut bzw. anderen
Organen konnen sich Fisteln bilden. Anorektale Abszesse und Darmstenosen sind weitere
mogliche Komplikationen. Das Leitsymptom der Colitis ulcerosa sind blutig-schleimige
Durchfille. Abdominalschmerzen treten hdufig vor der Defédkation auf (sogenannte Tenesmen).
Gewichtsverlust und Wachstumsstérungen im Kindesalter treten seltener als bei Morbus Crohn
auf. Es besteht ein erhohtes Karzinomrisiko, das mit dem Ausmal} der Colonbeteiligung und der
Erkrankungsdauer korreliert.” Bei Patienten mit CED kann es zu einer Beteiligung extra-
intestinaler Organe und Symptomen wie Arthralgien sowie anderen chronisch entziindlichen
Erkrankungen wie beispielsweise der primér sklerosierenden Cholangitis, Morbus Bechterew
und Psoriasis kommen.°

Die Therapie zielt darauf ab, eine Remission zu induzieren und zu erhalten. Dazu werden neben
einer Erndhrungstherapie verschiedene anti-inflammatorische Medikamente wie Mesalazin,
Azathioprin, Kortikosteroide, Antibiotika, Immunsuppressiva, und Biologicals wie Tumor-
Nekrose-Faktor o (TNFa)-Blocker eingesetzt.”® Diese Therapieansitze sind rein
symptomatisch. Eine kurative Therapie existiert derzeit nicht.

Beim Morbus Crohn kann die Entziindung den gesamten Gastrointestinaltrakt betreffen. Am
hiufigsten tritt sie jedoch im terminalen Ileum und im Colon auf. Der Entziindungsprozess
verlauft diskontinuierlich unter Einbindung aller Wandabschnitte des Darms von der Mukosa zur
Serosa (transmurale Entziindung), wodurch Fistelbildungen mdoglich sind. Die ersten Ladsionen

treten hiufig iiber den Peyer’schen Plaques auf.' Histopathologisch ist eine massive



Einwanderung von Lymphozyten und Makrophagen in die Darmwand kennzeichnend. Bis zu
60% der Patienten entwickeln Granulome.* Im Gegensatz dazu betreffen die entziindlichen
Verdnderungen bei der Colitis ulcerosa nur die Mukosa und Submukosa der Darmwand. Die
Entziindung breitet sich kontinuierlich vom Rektum beginnend aus und bleibt fast immer auf das
Colon beschrinkt.”*'° Es kommt zur Einwanderung von Lymphozyten und Granulozyten und
dem Verlust von Becherzellen sowie zu Ulzerationen und Kryptenabszessen.*

An der Immunpathologie der CED sind verschiedene T-Zellantworten beteiligt.'® Es wurde
beschrieben, dass Morbus Crohn vor allem auf einer T-Helferzell 1 (Thl)-vermittelten
Immunreaktion beruht. Die Zytokine Interleukin (IL-)12 und Interferon y (IFNy) dominieren in

11,12 . . . .
*“ Neuere Studien sehen eine ebenso bedeutende, wenn nicht weitaus

der Immunantwort.
bedeutendere Rolle der Th17-Zellen und IL-23 bei der Pathogenese des Morbus Crohn.'*'* Die
Pathologie der Colitis ulcerosa hingegen wird iiber Th2-Zellen, Natiirliche Killer T (NKT)-
Zellen und IL-13 vermittelt, die zu einer Stérung der Darmbarriere fiihren.'>'® Die chronische
Colitis in der hier als Modell verwendeten IL-10-defizienten (-/-) Maus verlduft {iber Thl-

vermittelte Entziindungsprozesse.'"'®

1.2 Das Colitis-Modell der IL-10"" Maus

Die Colitis, die sich spontan in der IL-10"" Maus entwickelt, ist ein gut etabliertes Modell fiir
Entzlindungsprozesse im distalen Gastrointestinaltrakt. Viele immunologische Mechanismen
shneln denen bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.'” Interleukin 10 ist ein wichtiger
Modulator im intestinalen Immunsystem. Die Hauptfunktionen dieses anti-inflammatorischen
Zytokins liegen in der Begrenzung und Beendigung von Entziindungsreaktionen. Es unterdriickt
die Aktivierung und die Effektorfunktion von T-Zellen, Monozyten und Makrophagen und
induziert die Differenzierung und Funktion regulatorischer T-Zellen. Weiterhin beeinflusst es
Wachstum und Differenzierung von B-Zellen, natiirlichen Killerzellen, T-Effektor- und T-
Helferzellen sowie weiteren Zelltypen.'” IL-10 wird von T-Zellen, Epithelzellen, Mastzellen,
Makrophagen und dendritischen Zellen (DC) gebildet.”

Die Depletion des IL-10-Gens in der IL-10"" Maus fiihrt zu einer chronischen Enterocolitis, die
durch eine starke Epithelhyperplasie, ein mononukleédres Infiltrat der Mukosa und eine hohe
Inzidenz kolorektaler Karzinome gekennzeichnet ist.*' Das entziindliche Infiltrat weist eine
erhdhte Anzahl afTCR" T-Helferzellen auf, die CD4 allein oder in Kombination mit CD8a.
exprimieren.”” Diese Zellen sind vor allem in der Lamina propria angesiedelt. Colon-
Organkulturen von IL-10"" Méusen weisen erhdhte Mengen von IL-1a, TNFa, IL-6, Stickoxid
(NO) und IFNy auf.'”* Zu Beginn sind IL-12 und IFNy an der Entziindungsreaktion beteiligt.



Die Behandlung mit anti-IL-12-monoklonalen Antikorpern sowie anti-IFNy-monoklonalen
Antikorpern verhindert die Entwicklung der Colitis bei 10 Tage bzw. 3 Wochen alten Méusen.
Bei erwachsenen (>3 Monate alten) Méusen zeigt die anti-IFNy-Behandlung keinen Effekt,
wihrend anti-IL-12-Antikdrper eine Abschwichung der Colitis bewirken.”**

Im Verlauf der Entziindung kommt es zu einer Reduktion der Becherzellen und damit zu einer
verminderten Schleimproduktion. Die Mucus-Schicht auf den Epithelzellen représentiert eine
wichtige Barriere gegeniiber Kommensalen und Pathogenen der Darmbakterien.”> Durch die
reduzierte Mucus-Produktion in Folge der Entziindung konnen Darmbakterien leichter zum
Epithel gelangen, dieses iliberwinden und in die lymphatischen Organe und das Blut
translozieren. Es kommt zum Ubertritt von lebenden Bakterien und deren Bestandteilen in die

Lamina propria, was die Entziindung verstirkt und die Erkrankung im Rahmen eines ,, Circulus

vitiosus “ aufrechterhalt.!”

1.3 Die Darmflora als Motor der Entziindung

Bei der typischen Lokalisation der CED im terminalen Ileum und im Colon handelt es sich um
die Regionen des Gastrointestinaltrakts, in denen die Konzentration an intraluminalen Bakterien
am hochsten ist.” Die Antigene der Darmbakterien besitzen ein starkes pro-inflammatorisches
Potenzial. So kommt es in experimentellen Colitis-Modellen und auch bei der IL-10"" Maus nur
dann zur Colitis, wenn die Tiere von einer normalen Darmflora besiedelt werden.**’

Auch beim Menschen wirkt die kommensale Darmflora pro-inflammatorisch und verstirkt die
Entziindungsreaktionen bei CED. So zeigen Morbus Crohn Patienten im Schub eine erhohte
Produktion von Immunglobulin G (IgG), das gegen zytoplasmatische Proteine kommensaler
Darmbakterien gerichtet ist. Erhohte 1gG-Spiegel treten auch bei Colitis ulcerosa-Patienten -in
geringerer Ausprigung- auf.*® Die Toleranz gegeniiber der eigenen Darmflora ist im entziindeten
Darm der CED-Patienten aufgehoben.”

Eine Verminderung der Bakterienlast wirkt sich auf das Krankheitsbild bei CED-Patienten
positiv aus. So fiithrt die kurzzeitige Verabreichung eines nicht resorbierbaren
Breitspektrumantibiotikums bei aktiver Colitis ulcerosa zu einer Reduktion der mukosalen
Entziindung und Besserung des klinischen Bildes.”” Bei Morbus Crohn-Patienten gibt es
Hinweise, dass Metronidazol und Ciprofloxacin allein sowie in Kombination bei Befall des
Colons bzw. des Ileocolons einen Riickgang der Krankheitsaktivitdt bewirken, nicht aber bei
isoliertem Ileumbefall.*'>*

Weiterhin ist die Zahl der mukosalen Bakterien im Darm von CED-Patienten erhoht®* und die

Zusammensetzung der Flora verindert sich hin zu einer Dysbiose, die die Entziindung fordert.*



Dabei kommt es zu einer Vermehrung potenziell pro-inflammatorisch wirkender Kommensalen
wie Bacteroides-Arten, Escherichia coli und Enterokokken sowie zu einer Reduktion
,schiitzender Bakterien wie Bifidobakterien und Laktobazillus-Spezies.*®*’ In Ileum-Biopsien
von Morbus Crohn-Patienten konnten pathogene adherent-invasive E. coli (AIEC) nachgewiesen

werden.*®

AIEC dringen aktiv in das Epithel ein, replizieren sich in Makrophagen und
stimulieren diese zur Produktion von groen Mengen an TNFa.*’

Die besondere Herausforderung des mukosalen Immunsystems im Darm liegt darin, zum einen
eine Ignoranz gegeniiber der kommensalen Darmflora und den Nahrungsantigenen zu bewahren

und zum anderen addquat auf Pathogene zu reagieren.

1.4 Aufbau der Darmbarriere

Obwohl die Darmflora dem Wirt Vorteile bringt, konnen die darin enthaltenen Bakterien gro3en
Schaden anrichten, wenn sie vom Lumen aus in das Epithel gelangen. An der Aufrechterhaltung
der intestinalen Homdostase sind sowohl physikalische, als auch immunologische Barrieren
beteiligt. Eine wichtige Barriere besteht darin, den Kontakt der Bakterien mit dem Epithel zu
reduzieren. Dies wird durch die Schleimschicht (Mucus), antimikrobielle Peptide und IgA
vermittelt. Becherzellen produzieren die Mucine der Schleimschicht. Mause, denen das Mucin
MUC?2 fehlt, entwickeln im Rahmen der Dextran-Sulfate-Sodium (DSS)-Colitis eine stirkere
intestinale Entziindung.*

Schwerbrock und Mitarbeiter’' konnten zeigen, dass keimfreie IL-10-defiziente Miuse
vermindert MUC2 synthetisieren. Nach Besiedlung mit SPF-Darmflora kommt es zu einer
reduzierten Sulfatierung von MUC2, was die Viskositidt des Schleims vermindert und somit
Bakterien den Durchtritt zum Epithel erleichtert. Verminderte MUC2-Synthese und MUC2-
Sulfatierung konnten ebenso bei Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa beobachtet werden.**
Diese Ergebnisse zeigen, dass quantitative und strukturelle Verdnderungen von MUC2 eine
Schwichung der Barrierefunktionen der Mukosa bewirken. In der Folge werden die
Moglichkeiten, Darmbakterien auf das Lumen zu begrenzen, eingeschrinkt.

Die Epithelzellen des Darms produzieren antimikrobielle Peptide, die man auch als Defensine
bezeichnet.” Einige Defensine werden stindig exprimiert.** Andere wiederum sind in ihrer
Expression von der Aktivierung durch Bakterien via Toll-like Rezeptoren (TLR) abhéngig. So
fiihren Bakterien im Diinndarm dazu, dass liber das TLR Adapterprotein ,,myeloid differentiation
pimary-response protein 88 (MyD88)“ das antimikrobielle C-Typ Lektin ,,Regenerating islet-

derived proetin 3 (REG3)“ exprimiert wird.* Die meisten antimikrobiellen Peptide t&ten
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Bakterien direkt durch enzymatische Zerstorung der bakteriellen Zellwand oder der inneren
Membran.*®

Das in das Lumen sezernierte IgA vermindert den Kontakt der Darmbakterien mit dem Epithel
und deren Durchtritt in tiefere Gewebeschichten.””** IgA kann zum einen T-Zell abhingig in den
Keimzentren der Peyer’schen Plaques produziert werden®, zum anderen T-Zell unabhingig in
isolierten Lymphfollikeln®® und der Lamina propria.”’ Cerutti und Mitarbeiter’> konnten zeigen,
dass Darmepithelzellen des Menschen den Klassenwechsel von B-Zellen hin zu IgA, bewirken

konnen, wenn sie Bakterien iiber Toll-like Rezeptoren (TLR) wahrnehmen.

1.5 Die Rolle der Toll-like Rezeptoren im intestinalen Immunsystem

Toll-like Rezeptoren (TLR) sind Komponenten des angeborenen Immunsystems, die fiir die
Infektabwehr, Regeneration und Homdostase in der Darmschleimhaut essentiell sind.

TLR sind Typ-1 Transmembran-Proteine, die sich aus drei Untereinheiten zusammensetzen: eine
C-terminale Leucin-reiche Region, die der Ligandenbindung dient, ein zentraler Transmembran-
Bereich und eine N-terminale zytosolische TIR (TOLL/IL-1-Rezeptor entsprechende) Region.>
Die Ligandenbindung fiihrt zur Interaktion der TIR-Region mit Adapterpoteinen wie MyD88,
TIRAP (TIR domain containing adaptor protein), TRIF (Toll-receptor-associated activator of
interferon) und TRAM (TRIF-related adaptor molecule). Dabei wird eine intrazelluldre
Signalkaskade (Abb. 1) in Gang gesetzt, an der der Transkriptionsfaktor NF-kB beteiligt ist.
Jeder individuelle TLR wirkt iiber bestimmte Adapterproteine und Transkriptionsfaktoren, was
eine pro- oder anti-inflammatorische Immunantwort hervorruft. Abgesehen von TLR3 verlaufen
alle TLR-Signalwege MyD88-abhingig und bewirken die Expression pro-inflammatorischer
Zytokine wie IL-12, IL-6 und TNF. Der TLR3-Effekt wird unabhédngig von MyD88 iiber das
Adapterprotein TRIF vermittelt, was die Bildung von Typ-1 Interferonen zur Folge hat.’* TLR4
bewirkt sowohl eine Aktivierung von MyD88, TRIF und TRAM.” TLR2 und 4 zeigen eine
Interaktion mit TIRAP, deren Effekte jedoch weitgehend unbekannt sind.”’
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Abb. 1: MyD88-abhiingige und TRIF-abhingige Signalwege nach TLR-Aktivierung (modifiziert nach *’).

Die TLR werden kontinuierlich oder induzierbar von Darmepithelzellen, Myofibroblasten,
enteroendokrinen Zellen und professionellen Immunzellen, wie T-Zellen und dendritischen
Zellen, exprimiert.”> Eine Aktivierung der TLR im Epithel und der mononukledren Zellen in der
Lamina propria initiiert eine anti-inflammatorische Kaskade, Proliferation des Epithels, IgA-
Produktion, Aufrechterhaltung der tight junctions und Produktion antimikrobieller Peptide. Eine
Aktivierung Antigen-priasentierender Zellen 16st dahingegen in der darunter liegenden Lamina
propria eine pro-inflammatorische Immunantwort aus.”*

Die TLR-Liganden sind spezifische molekulare Bestandteile der Bakterien, wie das
Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Bakterien, das TLR4 aktiviert, sowie zahlreiche
Bestandteile der Bakterienwand, wie Lipoproteine, Lipoteichonsdure, Peptidoglykane und der
Pilzwand, die an TLR2 binden.®' Sie werden unter dem Begriff PAMPS (pathogen associated
molecular pattern) zusammengefasst, sind aber nicht spezifisch fiir Pathogene, sondern werden
ebenso von Darmkommensalen exprimiert.

Die Rolle der TLR im Rahmen der Wundheilung und Epithelregeneration wurde fiir die DSS-
Colitis untersucht. Die akute DSS-Colitis verlduft bei TLR2”, TLR4” und MyD88”~ Miusen
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schwerer als bei korrespondierenden Wildtypen.®>®> Dies geschieht nicht durch eine verstirkte
Entzlindungsreaktion, sondern durch den Ausfall der fiir die Epithelregeneration wichtigen
Stimuli via TLR. Diese protektive Funktion der TLR unterstreichen Versuche mit TLR-
Liganden. Die Verabreichung von TLR-Liganden schwicht eine DSS-Colitis ab bzw. schiitzt
davor.”®

Die Aktivierung von TLR kann ebenso zu einer pro-inflammatorischen Immunantwort mit
Beteiligung von IL-12, IL-23, TNFo und IFNy fiihren. In unserer Arbeitsgruppe®® konnte gezeigt
werden, dass eine TLR2- bzw. TLR4-Defizienz in murinen Modellen zu einem milderen Verlauf
der akuten DSS-Colitis und der 7. gondii-lleitis fiihrt. Auch die Verabreichung eines TLR4-
Antagonisten mildert die Colitis.”” Eine Erklirung dafiir ist, dass eine TLR4-Aktivierung in
dendritischen Zellen eine starke IL-12p70 und IFNy basierte Entziindungsreaktion auslost. Es
kommt so zu einer Thl-vermittelten Immunreaktion.

Dieser Signalweg wird nach TLR2-Aktivierung in schwicherer Form initiiert. Neben IL-12p70
spielen hier vermehrt IL-10 und Retinolsdure eine Rolle, was zu einer ThO, Th2 und T-
regulatorischen Antwort fiihrt.”* TLR2 kann nach Ligandenbindung sowohl mit TLR1 als auch
mit TLR6 dimerisieren. TLR2 in Kombination mit TLR6 bewirkt die Produktion gro3er Mengen
IL-10 und geringer Mengen 1L-12, wédhrend eine TLR2-TLR1 Aktivierung das Gegenteil zur
Folge hat.®®

Der Mechanismus der akuten DSS-Colitis beruht zu einem GroBteil auf der Zerstérung der
Darmbarriere. Dies unterscheidet sie von chronischen Colitis-Modellen, bei denen die
Epithelzerstorung sekunddr aufgrund der chronischen Entziindung auftritt und ein
Ungleichgewicht des Immunsystems im Vordergrund steht. Im Colitis-Modell zeigten IL-10""
JTLR4”™ Miuse im Gegensatz zu IL-10" und IL-10"/TLR2" Miusen keine
Entziindungszeichen.®” Auch IL10-MyD88"~ Miuse entwickeln keine Entziindung.”
Zusammenfassend ist zu sagen, dass in Abhéingigkeit von den experimentellen Bedingungen eine

TLR2- bzw. TLR4-Aktivierung eine Entziindung sowohl abschwiéchen als auch verstirken kann.

1.6 Genetik der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass genetische Faktoren fiir die
Wahrscheinlichkeit, an einer CED zu erkranken eine wichtige Rolle spielen.ﬂ Die
Konkordanzrate betrdgt bei monozygoten Zwillingen 58% fiir Morbus Crohn und 6-17 % fiir
Colitis ulcerosa. Niedriger fillt sie bei dizygoten Zwillingen und anderen Geschwistern aus.”>”*
CED sind folglich zu einem gewissen Anteil vererbbar, allerdings scheint es sich um eine grof3e

genetische Komplexitit mit vielen beteiligten Genen zu handeln.”
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Die Pathologie einer Gen-Verdnderung, die zur Erkrankung an Morbus Crohn beitrdgt, konnte
vor kurzem gekldrt werden. Es handelt sich hierbei um das Caspase Recruitment Domain 15
(CARDI15)-Gen. Ungefihr 15% der Crohn-Patienten sind von dieser Mutation betroffen.”””” Das
CARD15-Gen, das die Nucleotide Binding Oligomerisation Domain 2 (NOD2) kodiert, stellt das
bisher wichtigste und am besten untersuchte Pathologie-vermittelnde Gen im Rahmen von
Morbus Crohn dar.”®"

Funktionell ist NOD2 ein intrazellulirer Rezeptor, der Muramyl-Dipeptid (MDP), eine
Komponente der bakteriellen Zellwand, erkennt, die bei fast allen Bakterien vorkommt.** NOD2
wird in Antigen-prisentierenden Zellen (APC)*' und Darmepithelzellen® exprimiert. Die
Aktivierung von NOD2 durch MDP fiihrt zu einer Aktivierung des NF-kB-Signalwegs.*”’ Die
mit Morbus Crohn verbundene CARDI15-Genmutation fiihrt zu einer gestorten NF-kB-
Aktivierung nach NOD2-Stimulation mit bakteriellen Liganden.””*** Da die Pathologie des
Morbus Crohn vor allem iiber eine Thl-Antwort sowie die Zytokine IL-12 und IFNy vermittelt
wird'>® und der NF-kB-Signalweg diese Thl-Antwort hervorruft, erscheint eine NF-kB
abschwichende Mutation zunichst unlogisch. Watanabe und Strober®”®® konnten jedoch
beweisen, dass die NOD2-Aktivierung normalerweise die TLR2-vermittelte Th1-Immunreaktion
verhindert. Ein Ausfall der NOD2-Funktion durch eine Mutation ruft eine Dysregulation des
TLR2-Signalwegs hervor, wodurch es zur ilberméfBigen Aktivierung der Thl-Antwort
kommt.***® Weitere Pathomechanismen durch die Verinderung der NOD2-Funktion werden in
Betracht gezogen, darunter eine verminderte Defensin-Produktion.”’

Bisher konnten mittels genomweiter Assoziationsstudien mehr als 30 Risiko-Genloci fiir Morbus
Crohn und Colitis Ulcerosa identifiziert werden.”*>”® Dabei betreffen einige Gene wie z.B.
ATGI16L1 (autophagy-related 16-like proteinl kodiert’), NOD2, IRGM (immunity-related
GTPase family, M"®) und TLR4” nur Morbus Crohn bzw. nur Colitis Ulcerosa (z.B. IL-10°").
Andere, wie z.B. IL-23"7, IL-12B** und STAT3"*"%, sind bei beiden Krankheiten zu finden.

1.7 Pathogene und CED

Neben der Rolle der Darmflora wird tliber die Bedeutung verschiedener Pathogene im
Krankheitsgeschehen der CED diskutiert. Die Suche nach einem einzelnen Krankheitserreger als
Ursache verlief bisher nicht erfolgreich. Kein Pathogen konnte bei jedem Morbus Crohn-
respektive Colitis ulcerosa-Patienten nachgewiesen werden und auch eine antibiotische Therapie

100191 Hinzu kommt, dass eine Ubertragbarkeit chronisch entziindlicher

fiihrte nicht zur Heilung.
Darmerkrankungen nicht belegt ist. Dahingegen konnten Garcia Rodriguez'®* sowie Porter und

Mitarbeiter'” zeigen, dass nach durchgemachter Gastroenteritis ein erhdhtes Risiko besteht, an
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einer CED zu erkranken. Dabei kommt es nicht auf ein spezielles Pathogen an, sondern auf die
akute Darmentziindung an sich. Die Pathomechanismen sind hierbei nicht vollstindig geklart.
Moglich ist jedoch, dass die akute Gastroenteritis einen Epithelschaden bewirkt, der zu einer

erhShten Translokation luminaler Antigene fiihrt.'**

In genetisch empfindlichen Individuen kann
dies der Anfang fiir eine Entziindungsreaktion sein, die trotz Eliminierung des Pathogens nicht
wieder herunterreguliert wird. Erste Erkenntnisse, die diese Theorie unterstiitzen, lieferten
Kalischuk und Mitarbeiter'” die zeigten, dass Campylobacter jejuni zur Translokation
kommensaler Bakterien wie E. coli iiber einen lipid raft-abhdngigen, transzelluliren Weg fiihrt.

Die Frage, ob Pathogene einen Schub einer CED initiieren konnen, ist ebenfalls ungeklrt.
Infektionen mit Campylobacter, Yersinia enterocolitica, Salmonellen und anderen
Durchfallerregern konnten zu einem gewissen Prozentsatz bei CED-Patienten im Schub

. 104
nachgewiesen werden.'”

Dabei war es jedoch nicht mdglich zu unterscheiden, ob Symptome,
die durch eine Darminfektion hervorgerufen werden, auf diese beschrinkt sind oder ob das
Pathogen einen Entziindungsprozess in Gang setzt, der nach dessen Elimination weiterbesteht

und die Symptome des Schubes hervorruft.'®

1.8 Die Campylobacter jejuni -Infektion

Eine Campylobacter-Infektion zeigt sich als akute Gastroenteritis, die mit Bauchschmerzen,
Fieber und schleimig-blutigem oder wassrigem Durchfall einhergeht. Die Infektionsdosis liegt
bei nur 500-800 Bakterien.'”” Die Inkubationszeit betrigt 1-3 Tage. Die Erkrankung hilt meist
eine Woche an und ist selbstlimitierend.'® Die Therapie kann im Normalfall auf eine Elekrolyt-
und Fliissigkeitssubstitution beschrdnkt werden. Bei anhaltendem Fieber oder Diarrhoe,
immunsupprimierten Patienten und Rezidiven sollte eine antimikrobielle Behandlung mit
Makroliden durchgefiihrt werden.'®

Die Pathologie betrifft hauptsichlich das Colon.'"’ In der Lamina propria zeigen sich
entziindliche Infiltrate von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten sowie mononukledren
Zellen. Die Darmschleimhaut degeneriert und atrophiert und es kann zu Kryptenabszessen und

111,112

Ulzerationen kommen. Die Schwere der Erkrankung ist von der Virulenz des jeweiligen

Campylobacter-Stammes sowie dem Immunstatus des Patienten abhingig.'"

Als Folge der Gastroenteritis treten in seltenen Fillen Autoimmunerkrankungen, wie das
Guillain-Barré-Syndrom (GBS), auf. Dabei handelt es sich um eine akute, demyelinisierende
Polyneuropathie, die zu Lidhmungen fiihrt. Sie tritt in ungefdhr 1 von 1000 Fillen nach
Campylobacteriose auf.''* Lipooligosaccharide (LOS) in der duBeren Membran von C. jejuni

scheinen fiir die Entstehung dieser Autoimmunerkrankungen verantwortlich zu sein. Einige LOS
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dhneln in ihrer Struktur den Gangliosiden des Menschen, die in den Axonen der Nerven
lokalisiert sind. Dieses molekulare Mimikry fiihrt zu einer Immunreaktion, die sich gegen die
Myelinschicht der Axone richtet.'” In der Folge kommt es zu einer verlangsamten bzw.
blockierten Impulsweiterleitung, was die typischen Symptome wie periphere und kraniale
Parese, Parestesie, Ataxie und autonome Dysfunktion hervorruft. Bei einer Variante des GBS,
dem Miller-Fisher-Syndrom, stehen Ataxie, Ophthalmoplegie und Areflexie im Vordergrund.
Die Patienten erkranken 1-3 Wochen nach der Infektion. Zunichst kommt es zu einer ca.
zweiwochigen Verschlechterung der Symptomatik, einer anschlieBenden wenige Tage
dauernden stabilen Phase und schlielich zu einer meist {iber Monate dauernden Verbesserung
des Zustandes. Ungefdhr 50% der Erkrankten genesen innerhalb eines Jahres ohne Defizite.
Jeder zehnte Patient erleidet persistierende neurologische Ausfille. Die Mortalitét liegt bei etwa
5%.'1° Eine weitere Folgeerkrankung ist die reaktive Arthritis, die nach weniger als 1% der
Infektionen auftritt.''” Nach einer Latenzzeit von 2-6 Wochen kommt es zu Gelenkbeschwerden,
die vor allem die unteren Extremititen betreffen. Gehen diese mit einer Urethritis, Konjunktivitis
bzw. Iritis und Reiter-Dermatose einher, handelt es sich um das Vollbild der Erkrankung, das
Reiter-Syndrom. Die Prognose ist gut: In 80% der Fille kommt es innerhalb von 12 Monaten zur
Genesung.1 8

Um eine Entziindungsreaktion im Darm des Menschen hervorzurufen, muss sich C. jejuni mit
dem mukosalen Immunsystem auseinandersetzen. Aufgrund der Beweglichkeit, der spiralférmig
gekriimmten Form und der Mdéglichkeit, Mucinbindungen zu reduzieren, kann das Bakterium die

Schleimschicht durchdringen.'" C. jejuni ist in der Lage, in Darmepithelzellen einzudringen.''

Infizierte Epithelzellen sezernieren IL-8'*°

, das dendritische Zellen, Makrophagen und
neutrophile Granulozyten anlockt. Campylobacter aktiviert sowohl TLR2 als auch TLR4.''*!??
In Abhéngigkeit von TLR2 kommt es in kultivierten Epithelzellen, Monozyten und dendritischen
Zellen zu einer erhdhten Ausschiittung von IL-6, IL-1p, IL-8 und TNFa."*""'* Fiir einige C.
jejuni-Stamme wurde gezeigt, dass infizierte dendritische Zellen IL-12p70, IL-6 und TNFa
sezernieren. Bei gemeinsamer Inkubation von dendritischen Zellen und CD4" T-Zellen kam es
zu einer erhdhten IFNy-Produktion, was auf eine Th1-Antwort schlieen lasst.''**

Erkenntnisse zur Pathogenese und Immunantwort gegeniiber C. jejuni sind nicht einfach zu
gewinnen, da es an Mausmodellen, die einer menschlichen Infektion dhneln, mangelt. Miuse
kénnen mit C. jejuni kolonisiert werden, es kommt jedoch nicht zu einer Gastroenteritis.'> Junge

Miuse erkranken durch die Infektion'Z®

, aber ihr Immunsystem ist noch nicht abschliefend
ausgebildet, weswegen die Verwendung dieser Tiere nicht als optimal angesehen werden kann.

Auch bei Tieren, die groBe Defekte im angeborenen und/oder erworbenen Immunsystem
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aufweisen konnte eine Gastroenteritis hervorgerufen werden'?’, jedoch eignen sich auch diese
Tiere wegen des Immundefekts nur eingeschriankt zur Analyse der Immunantwort gegeniiber C.
Jjejuni. MyD88'?® und NF-kB”'* Miuse erkranken an Gastroenteritis, weisen jedoch noch
relativ schwere Immundefekte auf. Dahingegen stellt das IL107-Colitis-Modell  zur
Untersuchung der Immunpathologie der C. jejuni-Infektion ein in vivo Modell dar, das,
verglichen mit den anderen zur Verfligung stehenden Modellen, nur geringe Einschrinkungen
des Immunsystems aufweist.'*’

Um Defekte des Immunsystems in den Versuchstieren komplett zu vermeiden, wurden in
weiteren Studien Méause verwendet, deren Diversitit der Darmflora limitiert war. Auch dies

fiihrte zur Entwicklung einer Colitis."!

1.9 Ziele dieser Arbeit

Es ist Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen, welche Bedeutung TLR2 und TLR4 -den Rezeptoren
fiir Gram-positive bzw. Gram-negative Bakterien- im Rahmen von Entziindungsreaktionen im
Colon zukommt. Dafiir wurde die Colitis in IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miusen im
Vergleich zu IL-10" Mausen ohne Defekte im TLR-System (im genetischen C57BL/10-ScSn-
Wildtyp-Hintergrund) untersucht. Der Verlauf der Colitis wurde klinisch, immunologisch und
mikrobiologisch analysiert.

Gastrointestinale Erreger spielen in der Pathogenese und der Initiierung eines Schubes bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine noch nicht vollstindig geklirte Rolle (siehe
1.8). Deshalb wurde in dieser Arbeit weiterhin untersucht, ob und wie die Infektion mit C. jejuni
die Colitis in IL-10", IL-10"/TLR2" und IL-10"/TLR4"~ Mzusen beeinflusst und u. U. zu einer
verstirkten Entziindung fiihrt.

Welche Immunantwort C. jejuni im Wirt hervorruft ist weitgehend unbekannt. IL-10"" Méuse im
C57BL/6-Hintergrund konnen von C. jejuni besiedelt werden. Ob dies auch bei IL-107" Méusen
im C57BL/10-Hintergrund moglich ist und welche Rolle TLR2 und TLR4 bei der durch C.

Jjejuni induzierten Enteritis spielen, war Ziel weiterer Analysen.
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2 Material

2.1 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Tabelle 1: Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Substanz Hersteller/ Zusammensetzung
Agarose Roth, Karlsruhe

Aqua dest. Inst. f. Mikrobiologie
Bromphenolblau Bio-Rad, Miinchen

Dithiothreitol (DTT)

Entellan

Eosin

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)
Ethidiumbromid

FACS Flow
Formaldehydldsung (4%)
Gram’s crystal violet Solution
Gram’s safranin Solution
Héamatoxylin

Isopropanol

Lugols Losung
Magnesiumchlorid
N-(1-naphthyl)ethylendiamine
Natriumchlorid

Natriumnitrit
Penicillin/Streptomycin
Percoll

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Phosphorséure

Salzsdure

Schwefelsdure

Sulfanilamid

TBE (Tris-Borsidure-EDTA)-Puffer (10x)

Trichloressigsdure
Trypanblau

Wasserstoffperoxid

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
BD Biosciences, Heidelberg
Herbeta Arzneimittel, Berlin
Fluka, Steinheim

Fluka, Steinheim

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom AG, Berlin

GE Healthcare, Uppsala
PAA, Pasching

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
108 g Tris-Base, 27,5 g Borsidure, 7,3 g EDTA, Aqua
dest. auf 1000 ml

Merck, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
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Xylol J.T.Baker, Phillipsburg

2.2 Kommerzielle ,,Kits“

Tabelle 2: Kommerzielle ,,Kits*

Kitbezeichnung Hersteller

BD Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kit BD Biosciences, Heidelberg
Envision Peroxidase Kit DAKO, Hamburg

peqGOLD Total RNA Kit Peqlab Biotechnologie, Erlangen
QIAmp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden

Quantikine Mouse/Rat IL-22 Immunoassay R&D Systems, Wiesbaden
StreptavidinAP Kit DAKO, Hamburg

SuperScript™ III Platinum® One-Step Quantitative-PCR System  Invitrogen, Karlsruhe

2.3 Oligonukleotidprimer und —sonden

Tabelle 3: Oligonukleotidprimer

Primer-Bezeichnung Sequenz 5’ - 3’ Orientierung
HPRT ex7,8 F gTTggATACAggCCAgACTTTgT sense
HPRT as CACAggACTAgAACACCTgC antisense
mu IFNy se CATCAgCAACAACATAAgCgTCA sense
mu IFNy 04 CTCTTCCCCACCCCgAATCA antisense
IL-06ex3 F TgATggATgCTACCAAACTggAT sense
mu IL-06 A ggTCTTggTCCTTAgCCACT antisense
IL-10 L TAggCgAATgTTCTTCC sense
IL-10R CAgCTCTAggAgCATgTgeC antisense
IL-10 neo R CCTgCGTgCAATCCATCTTg antisense
IL-18 S ACCCCAgACCAgACTgATAATATAC sense
IL-18 R gAAgATTCAAACTCCATCTTgTTg antisense
IL-22 S gCTgAAggAgACAgTgAAAAAg sense
IL-22 R AggAAggAgCAgTTCTTCg antisense
IL-23 F° CCAgCgggACATATgAATCTAC sense
IL-23 R” TgCAAgCAgAACTggCTeTT antisense
Muc2 F CTggATTgTAACAACACATETACTTg sense
Muc2 A CTCTTCCAACTgAACAgCC antisense
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TLR2-common
TLR2 MUT
TLR2 WT

TLR4 Cr sense
TLR4 Cr antisense
TLR4 Ex sense

TLR4 Ex antisense

TNFa ex 3,4 F
TNFa R

CTTCCTgAATTTgTCCAgTACA sense
gggCCAgCTCATTCCTCCCAC antisense
ACgAgCAAgATCAACAggAgA antisense
gCAAgTTTCTATATgCATTCTC sense
CCTCCATTTCCAATAggTAg antisense
CAgTCggTCAgCAAACgCCTTCTTC sense
CAAggCAggCTAgCAggAAAggeTg antisense
CTgTAgCCCACgTCgTAgCA sense
CggCAgAgAggAgeTTgACT antisense

Tabelle 4: Oligonukleotidsonden

Sonde

Sequenz 5’ - 3’

HPRT FL-Sonde
HPRT LC-Sonde
IFNy FL-Sonde
IFNy LC-Sonde
IL-6 FL-Sonde
IL-6 LC-Sonde
IL-18 FL-Sonde
IL-18 LC-Sonde
IL-22 FL-Sonde
IL-22 LC-Sonde
IL-23 FL-Sonde
IL-23 LC-Sonde
Muc?2 FL-Sonde
Muc2 LC-Sonde
TNFa FL-Sonde
TNFoa LC-Sonde

AAAgCCTAAgATgAgCgCAAgTTgA
TCTgCAAATACgAggAgTCCTgTTg
CATCAgCAACAACATAAgCgTCA
CATCAgCAACAACATAAgCgTCA

CATAAAATAZTCCTTCCTACCCCAATTTCC
TgCTCTCCTAACAgATAAgCTggAgTCAC
AggATgCTgAAgTAggggAAgC
CTgCAggCAgTACAggACAAggTC
CTCAgAgACATAAACAgCAggTCCAST
CCCCAATCgCCTTgATCTCTCCA
CCCgTATCCAgETgTgAAgATgeTT
TgACCCACAAggACTCAAggACAA
AgCACCTgCTCTATCTACgggAgTg
CCACTACATCACCTTCgACgggAA
CCCgACTACgTgCTCCTCACCCA
CCgTCAgCCgATTTgCTATCTCATACC

Alle Primer und Sonden wurden von der Firma TIB Molbiol Berlin hergestellt.
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2.4 DNA-Lingenmarker, Enzyme

Tabelle S: DNA-Lingenmarker, Enzyme

Produktbezeichnung

Hersteller

Ampli Taqg DNA Polymerase

DNase I

Envision Peroxidase anti-Kaninchen
Gene Ruler 50 bp DNA Ladder (0,5pg/pl)
Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus
Liberase

Proteinase K

Streptavidin Alkalische Phosphatase

Applied Biosystems, Foster City
Roche, Mannheim

DAKO, Hamburg

Fermentas, St Leon-Rot
Fermentas, St Leon-Rot

Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

DAKO, Hamburg

2.5 Antikorper

2.5.1 Durchflusszytometrie-Antikorper

Tabelle 6: Durchflusszytometrie-Antikorper

Antikorper

Hersteller

CD4 APC Ratte anti-Maus
CD69 FITC Hamster anti-Maus
CD8a PE/ APC Ratte-anti-Maus
B220 PE anti-Maus

TCRyd FITC anti-Maus

NK1.1 FITC anti-Maus

CDI11c APC Hamster anti-Maus
CD11b FITC anti-Maus

Grl APC anti-Maus

Isotyp APC Maus IgG2a

Isotyp FITC Ratte IgG1

Isotyp PE Ratte IgG2a

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences. Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Pharmingen, Franklin Lakes, USA
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
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2.5.2 Immunhistochemie-Antikorper

Tabelle 7: Immunhistochemie-Antikorper

Antikorper Verdiinnung Hersteller

Biotin. Esel-anti-Kaninchen 1:200 Dianova, Hamburg
Biotin. Kaninchen-anti-Ratte 1:200 DAKO, Hamburg
B220/ CD45R 1:200 ebioscience, San Diego
Caspase3 1:200 CellSignaling, Danvers
CD3 1:20 DAKO, Hamburg
Foxp3 (Forkhead box P3) 1:100 ebioscience, San Diego
Ki67 1:100 DAKO, Hamburg
MPO7 1:400 DAKO, Hamburg

2.6 Nihrmedien und Seren

Tabelle 8: Nihrmedien und Seren

Nihrmedium/ Serum

Hersteller

Bovines Serum Albumin (BSA)

Columbia Schafblut Agar

Columbia Schafblut + CNA

Columbia Schafblut + Kanamycin/ Vancomycin
Fetales Kélber Serum (FKS)

Karmali Selektivagar

MacConkey Selektivagar

De Man, Rogosa, Sharpe (MRS) Selektivagar
RPMI 1640 + Glutamax

Thioglycolat-Bouillon

Sigma-Aldrich, Steinheim
Oxoid, Wesel

BD Biosciences, Heidelberg
Oxoid, Wesel

Biochrom AG, Berlin

Oxoid, Wesel

Oxoid, Wesel

Oxoid, Wesel

GIBCO/ Invitrogen, Karlsruhe
Oxoid, Wesel

2.7 Geriate und Plastikwaren

Tabelle 9: Geriite und Plastikwaren

Gerat/ Plastikware

Hersteller

Anaerobier-Topfe
Biofuge fresco

Brutschrank

Oxoid, Wesel
Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau
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Capillary Gap Microscope Slides DAKO, Hamburg

Deckgléser Menzel-Gléser, Braunschweig
FACS Calibur BD Biosciences, Heidelberg

FACS Canto BD Biosciences, Heidelberg

FACS Tubes Falcon, BD Biosciences, Heidelberg
FastPrep FP120 Bio 101, La Jolla

Feinwaage Sartorius, Gottingen

Gefrierschrank -20 Liebherr, Rostock

Gefrierschrank -80 Sanyo-Fisher Sales, Miinchen
Horizontale Gelelektrophorese PeqLab, Erlangen

Kiihlplatte MICROM GmbH, Walldorf
LightCycler Roche, Mannheim

Microm HM 355 MICROM GmbH, Walldorf
Mikrotiterplatte, unbeschichtet Nunc, Wiesbaden

Multikanalpipette Eppendorf, Hamburg
Multisteppipette Eppendorf, Hamburg
Neubauer-Zahlkammer Brand, Wertheim

Pipetten (serol.) 5, 10, 25 ml Falcon, BD Biosciences, Heidelberg
Pipetten versch. Groflen Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen versch. Gro3en Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
Plattenzentrifuge Heraeus, Hanau

Préparierbesteck Aesculap/Braun, Melsungen
Reaktionsgefafie 0,5/ 1,5/ 2 ml Eppendorf, Hamburg

Rohrchen 15/ 50 ml Sarsted, Sarstedt/ Falcon, BD Biosciences, Heidelberg
Rotor Stator, ART Miccra D-1 Roth, Karlsruhe

Schiittler Braun, Melsungen

Shandon EXCELSIOR ES Thermo Electro Corporation, Waltham
SpectraFluor Plus Teca, Crailsheim

Spritzen 1/5/10 ml Braun, Melsungen

T3 Thermocycler Biometra, Gottingen

TECS5 EME-2 5230 TecTM Tissue Tek® Sakura, Staufen

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge Eppendorf, Hamburg
Trockenschrank Memmert, Heilbronn

Uni Link Einbettkassetten R. Langenbrinck, Emmendingen
Zeiss Standard 25 Zeiss, Gottingen

Zellsieb 70/ 100 pm BD Biosciences, Heidelberg
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2.8 Sonstiges

Tabelle 10: Sonstiges

Material Hersteller

AnaeroGen® Oxoid, Wesel

AnaeroTest® Merck, Darmstadt

CampyGen® Oxoid, Wesel

Flissigstickstoff Fa. Messer, Griessheim

Glaswaren Schott Duran, Wertheim/ Simax, Selb
Knopfkaniile Roth, Karlsruhe

LightCycler Glaskapillaren Roche, Mannheim

Microbiologica Bactident® Oxidase Merck, Darmstadt

Pehanon pH-Streifen Macherey-Nagel, Diiren
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3 Methoden

3.1 Versuchstiere

TLR2” und TLR4" Miuse im C57BL/10-ScS-Hintergrund wurden von Prof. Marina
Freudenberg vom Max-Planck-Institut fiir Immunologie, Freiburg, zur Verfiigung gestellt. Die
TLR4-Defizienz ist durch eine spontane Deletion des TLR4-Gens bedingt.'**> Das TLR2-Gen
wurde durch gezielte Einrekombination einer Resistenzgenkassette inaktiviert und die Tiere auf
einen C57BL/10-ScSn-Hintergrund gekreuzt.'**'**

Die IL-10"" Miuse im 129/SvJ-Hintergrund wurden von Prof. Dirk Haller und Prof. R. Balfour
Sartor, University of Carolina, zur Verfiigung gestellt.

IL-10"" Mause wurden mit TLR2” und TLR4"~ Mausen gekreuzt, um IL-10"/TLR2” und IL-
107/TLR4”" Miuse im 129/SvJ//C57BL/ 10-ScSn-Hintergrund zu erhalten. Da die Auspragung
der IL-10"-Colitis stark vom genetischen Hintergrund der Maus abhingt'”, wurden als
Kontrolltiere Kreuzungen aus C57BL/10-Wildtypen und IL-10" Miusen im 129/SvJ-
Hintergrund verwendet. Die Versuchstiere wurden ab der 4. Generation in die Experimente
aufgenommen. Die Gendefekte jeder Maus wurden durch Genotypisierung mittels PCR
iiberpriift.

Die Tiere wurden unter Spezifisch Pathogenfreien (SPF)-Bedingungen in der
Forschungseinrichtung fiir Experimentelle Medizin der Charit¢ Universititsmedizin Berlin
gehalten. Der Zugang zu sterilem Futter und Wasser war uneingeschriankt. Die Experimente
wurden gemédl den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt

(Tierversuchsvorhaben G0173/07 vom 15.11.2007, Tétungsantrag 114/05 vom 27.4.2005).

3.2 Klinischer Score

Die klinische Beurteilung erfolgte im Alter von 4-6 Monaten. Die Symptomatik infizierter Tiere
wurde an den Tagen 3 und 5 post infectionem (p.i.) erneut bewertet. Fiir die Erfassung des
Zustandes wurde ein standartisierter, modifizierter Score fiir die akute DSS-Colitis verwendet.
Der Score unterteilte sich in die drei Hauptkategorien klinischer Aspekt, Stuhlkonsistenz und
Blut per rectum. Hinsichtlich des klinischen Aspekts wurden filir ein unbeeintrichtigtes
Erscheinungsbild 0 Punkte vergeben, fiir struppiges Fell 1 Punkt, fiir struppiges Fell und
gekriimmte Haltung 2 Punkte, 3 Punkte fiir die vorgenannten sowie Isolationsverhalten und 4
Punkte bei prifinalem Erscheinungsbild bzw. Tod. Fiir die Stuhlkonsistenz wurden bei

geformtem, harten Faeces 0 Punkte vergeben, bei breiigem, weichen Faeces 2 Punkte und bei
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fliissigem, am Anus klebenden Faeces 4 Punkte. Ob die Tiere Blut im Stuhl absetzten wurde
durch einen Haemoccult-Test liberpriift. Fiir die Analyse mit dem modifizierten Guajak-Test
nach Greegor wurde ein ca. 0,5 cm langes Stiick Faeces auf die Fliche des Haemoccult-Testfelds
gegeben und die Riickseite mit der Entwicklungsfliissigkeit betrdaufelt. Eine Minute spéater wurde
die Beurteilung vorgenommen. Ergab sich kein Farbumschlag wurden 0 Punkte vergeben, 2
Punkte bei Farbumschlag und 4 Punkte bei makroskopisch sichtbarem Blut sowie einem
Rektumprolaps.

Die Punkte der drei Hauptkategorien wurden addiert, sodass sich maximal ein Score von 12

ergab.

3.3 Totung der Tiere und Organentnahme

Infizierte Miuse wurden an Tag 5 p.i., naive Mduse in einem zu den infizierten Tieren
korrelierenden Alter durch CO;-Inhalation getotet. Nach einer Ganzkorperdesinfektion durch
Eintauchen der Mause in 70% Isopropanol wurden Brust- und Bauchfell er6ffnet und Vollblut
mittels Herzpunktion gewonnen. Danach wurde die Bauchhohle freigelegt und die Organe
hinsichtlich pathologischer Verdnderungen, wie z.B. VergroBerung und Einblutung, beurteilt.
Milz, Leber, Niere, mesenteriale Lymphknoten (MLN) und der Darm wurden entnommen. Der
Darm wurde der Léange nach ausgebreitet und vermessen. Ein ca. 1 cm langes Stiick Inhalt wurde
aus dem Colon entnommen, in ein mit 1,5 ml sterilem PBS gefiilltes Eppendorf-Réhrchen
iiberfiihrt und auf Eis gelagert. Der Darmabschnitt, aus dem der Inhalt entnommen worden war,
wurde aufgeschnitten und der pH-Wert durch einen Streifentest bestimmt. Anschlielend wurde
das Darmstiick gespiilt und in PBS auf Eis gelagert. Ein weiteres ca. 0,5 cm langes Stiick Colon
wurde aufgeschnitten, in PBS gespiilt und in fliissigem Stickstoff gefroren. Die restlichen

Darmabschnitte wurden in Histologiekassetten gebettet und in 4% Formaldehyd gelagert.
3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Herstellung histologischer Praparate

Die entnommenen Darmabschnitte wurden in Einbettkassetten gelegt und in 4% Formaldehyd
fixiert. Die Paraffin-Einbettung erfolgte im Institut fiir Pathologie der Charité, CBF. Die Fixative
wurden griindlich mit Aqua dest. gespiilt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert.
Anschlieend erfolgte die Entfettung und Entalkoholisierung mit Xylol und Methylbenzoat und
die Einbettung in Paraffin. Die Paraffinblockchen wurden mithilfe eines Mikrotoms 4-5 um dick
geschnitten, auf einen Objekttrager liberfiihrt und tiber Nacht bei 60°C getrocknet.
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3.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Firbung

Fir die histopathologische Beurteilung wurden die Préparate mit Hidmatoxylin-Eosin (HE)
gefarbt. Dazu wurden die Priaparate 2 x 5 Minuten in Xylol entparaffinisiert und mittels einer
absteigenden Alkoholreihe (100%iges Isopropanol, 96%iges, 80%iges und 70%iges Ethanol)
rehydriert. Nach Waschen in Aqua dest. erfolgte die drei Minuten dauernde Férbung mit
Hématoxylin. Das Préparat wurde wieder gewaschen, in 1%ige Salzsdure (HCI) getaucht, erneut
gewaschen und anschlieend tiber fiinf Minuten in Leitungswasser gespiilt. Es folgte ein weiterer
kurzer Waschvorgang in Aqua dest. und die 30-60 Sekunden dauernde Farbung mit Eosin. Dann
wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert und abschlieBend mit Xylol

behandelt. AbschlieBend wurden die Priaparate mit Entellan eingedeckt und so haltbar gemacht.

3.4.3 Auswertung der histologischen Priparate
Die HE-gefarbten Schnitte wurden mit einem Lichtmikroskop unter 100- bis 400facher

VergroBerung anhand des OV A-Colitis-Scores beurteilt (Tabelle 11).
Tabelle 11: OVA-Score

Punktwert Morphologisches Merkmal
0 Keine Verdanderungen
1 Einzelne, isolierte Zellinfiltrate in der Mukosa, keine Epithelhyperplasie
2 Wenige verstreute bis diffuse Zellinfiltrate in Mukosa und Submukosa, schwache

Epithelhyperplasie, beginnender Verlust von Becherzellen

3 Zellinfiltrate in Mukosa, Submukosa und vereinzelt transmural, Epithelhyperplasie,
Verlust von Becherzellen

4 Zellinfiltrate in Mukosa, Submukosa und héiufig transmural, schwere Entziindung,

Verlust von Becherzellen und Krypten, schwere Epithelhyperplasie

Um eine genauere Beurteilung vornehmen zu koénnen wurden die Punkte nicht in ganzen
Zahlenwerten, sondern in 0,25er Schritte unterteilt vergeben. Insgesamt war die jeweils
schwerste Ldsion ausschlaggebend. Die Bewertung erfolgte durch drei Gutachter unabhingig

voneinander. Der Mittelwert der drei Bewertungen wurde verwendet.

3.4.4 Herstellung und Beurteilung immunhistochemischer Schnitte
Durch die Immunhistochemie werden mittels einer Antigen-Antikorper-Reaktion Molekiile
detektiert und in situ sichtbar gemacht. Nach Anfertigung der Schnitte wie unter 3.4.1

(Herstellung histologischer Priparate) beschrieben, wurden die Schnitte entparaffinisiert und in
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einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Anschliefend erfolgte eine Epitop-Demaskierung in
Citratpuffer (pH 6) im Schnellkochtopf. Die Schnitte wurden 30 Minuten mit dem
Primérantikorper gegen Caspase3, Ki67, CD3, B220 oder Myeloperoxidase 7 (MPO7) inkubiert.
Die Préparate fiir die Forkhead box P3 (Foxp3)-Farbung wurden zur Blockierung der endogenen
Peroxidase zunidchst mit 3%igem Wasserstoffperoxid (H,O;) behandelt und anschliefend
ebenfalls mit dem Primédrantikdrper inkubiert. Als Sekundérantikorper wurde ein biotinylierter
Anti-Kaninchen Antikérper aus dem Esel oder ein Anti-Ratte Antikérper aus dem Kaninchen
benutzt. Als tertidrer Enzym-tragender Komplex wurde mit Streptavidin gekoppelte Alkalische
Phosphatase verwendet bzw. im Falle von Foxp3 die Envision Peroxidase Anti-Kaninchen. Die
Peroxidase wurde mittels Diaminobenzidin bzw. mit Fast Red als Chromogen detektiert und
visualisiert.

Die durchschnittliche Anzahl der Immunzellen wurde durch sechsmaliges Zdhlen der positiven
Zellen in verschiedenen Colonabschnitten in 400facher VergroBerung und Mittelwertbildung
bestimmt. Die immunhistochemischen Férbungen entstanden in Zusammenarbeit mit dem

Institut fiir Pathologie der Charité Universititsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin.
3.5 Mikrobiologische Methoden

3.5.1 Bestimmung bakterieller Translokationsraten in Blut, MLN, Milz, Leber und Niere
Um die bakterielle Translokationsrate kulturell zu bestimmen wurde das jeweilige Organ in
Thioglukonat-Bouillon iiberfiihrt und bei 37°C inkubiert. Auch einige Tropfen durch
Herzpunktion gewonnenes Vollblut wurden in die Néhrlosung iiberfiihrt. Fiir die Bestimmung
wurden die gesamten MLN, die ganze Milz und eine Niere verwendet. Von der Leber wurde ein
I x 1 x 0,5 cm groBes Stiick abgeschnitten und in die Nahrlosung iiberfiihrt. Die Bouillons
wurden eine Woche bebriitet und dann auf zwei Columbia- sowie einer halben CNA-Platte
fraktioniert ausgestrichen. Dazu wurde ein 3-Osen-Ausstrich durchgefiihrt. Die Bebriitung einer
Columbia- sowie der CNA-Platte erfolgte aerob bei 37°C mit 5%igem CO,-Anteil liber 48
Stunden. Begutachtungen wurden nach 24 und 48 Stunden vorgenommen. Die zweite Columbia-
Platte wurde anaerob bei 37°C ebenfalls iiber 48 Stunden bebriitet. Die anaerobe Atmosphére
wurde mittels eines AnaeroGen-Systems erzeugt und mithilfe von AnaeroTest Indikatorstreifen
iiberpriift. Anaerob bebriitete Agares wurden nach 48 Stunden begutachtet. Die Nahrlosungen
der infizierten Tiere wurden zusitzlich auf einer halben Karmali-Platte ausgestrichen, die unter
mikroaerophilen Bedingungen (CampyGen) bei 37°C 48 Stunden bebriitet wurde.

Kam es zu einem Eintriiben der Bouillons, wurden diese direkt nach dem Eintriiben mit einem

erweiterten Plattensatz ausgestrichen. Es wurde zusétzlich zu den schon erwédhnten Nahrboden
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auf je einem halben MacConkey-, MRS- und KV-Agar fraktioniert ausgestrichen. MRS- und
KV-Platten wurden unter den gleichen Bedingungen wie die anaerobe Columbia-Platte bebriitet.
Die Bebriitung der MacConkey-Platten erfolgte bei 37°C unter normalen atmosphérischen
Bedingungen iiber 48 Stunden.

Bei der Begutachtung wurden die unterschiedlichen Koloniemorphologien dokumentiert.
Fragliche Koloniemorphen wurden auf Universal- und Selektivnédhrbdden isoliert und weitere 24
Stunden bebriitet. Zusétzlich wurden Nativ- und Gramfarbungen sowie mikrobiologische
Differenzierungstests durchgefiihrt (3.5.2). Die Identifizierung der Isolate erfolgte in enger
Zusammenarbeit mit Dr. Markus M. Heimesaat, Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene, Charité

Universitatsmedizin Berlin.

3.5.2 Mikrobiologische Differenzierung

Die Differenzierung der Bakteriengattungen erfolgte mittels Anzucht auf Selektivplatten (3.5.1),
Gramfarbung sowie Oxidase- und Katalasetest.

Zur Durchfiihrung des Katalasetests wird eine Koloniebildende FEinheit (KBE) vom Agar
abgenommen und mit einem Tropfen 10%igem Wasserstoffperoxid gemischt. Bei
katalasepositiven Bakterien kommt es zur Blasenbildung. Das Enzym Katalse setzt dabei
Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff um, der die Blasenbildung verursacht. Bei den
katalasepositiven Bakterien handelt es sich um Staphylokokken, die durch den Katalasetest
gegen andere grampositive Kokken, wie beispielsweise Enterokokken und Streptokokken
abgegrenzt werden konnen.

Um den Oxidasetest durchzufiihren wird eine KBE auf einen Oxidase-Teststreifen iiberfiihrt. Bei
blauviolettem Farbumschlag gilt der Test als positiv. Das Prinzip des Tests beruht auf der
Oxidation von Cytochromen der Bakterien. U.a. sind Pseudomonaden Oxidase-positiv und
konnen so von Enterobakteriaceaen unterschieden werden.

Fir die Gramfarbung wurde eine KBE der zu untersuchenden Koloniemorphologie unter
Verwendung sterilen Materials auf einen Objekttriger Uberfithrt und mit einem Tropfen
0,9%iger Natrium-Chlorid-Losung vermischt. Das Priparat trocknete an der Luft und wurde fiir
2 Minuten mit Methanol fixiert. Die Gramfarbung erfolgte nach dem in Tabelle 12 aufgefiihrten
Protokoll.
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Tabelle 12: Arbeitsprotokoll Gramfirbung

Arbeitsschritt Dauer
Gram’s crystal violet solution 2 Minuten

Spiilen mit Aqua dest. Kurz
Lugol’sche Losung 2 Minuten

Spiilen mit Aqua dest. Kurz

Ethanol 96% 10-15 Sekunden

Spiilen mit Aqua dest. Kurz
Gram'’s safranin solution 1 Minute

Spiilen mit Aqua dest. kurz

AnschlieBend trocknete das Préparat an der Luft und wurde bei 1000facher Vergroflerung in
Olimmersion mikroskopiert. Beurteilt wurden dabei das Firbeverhalten (grampositiv/

gramnegativ) und die Bakterienform (Kokken/ Stdbchen).

3.5.3 Campylobacter jejuni ATCC 43431: Anzucht und Herstellung der
Infektionssuspension
Bei Campylobacter jejuni ATCC 43431 handelte es ich um ein Patientenisolat, das von Prof. Dr.
Steffen Backert, Universitit Magdeburg, zur Verfligung gestellt wurde. Das Bakterium wurde in
einer Cryo-Bank bei -80°C gelagert. Zur Anzucht wurden 100 pl sowie einige
Kunststoffkiigelchen aus der Cryo-Bank auf einen Karmali-Agar gegeben und unter
mikroaerophilen Bedingungen bei 37°C iiber 48 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die
Kolonien von je 2 bewachsenen Platten mit einem sterilen Tupfer von der Platte abgenommen
und in 1,5 ml steriles PBS eingeriihrt. Jeweils 100 ul der Suspension wurden auf 14 Karmali-
Agares ausplattiert und 24 Stunden unter den gleichen Bedingungen wie zuvor inkubiert. Die
Kolonien zweier Platten wurden in 1 ml steriles PBS eingeriihrt. Es wurden nur Agares mit >10°
KBE Wachstum/ Agar verwendet. Ein Tier wurde mit 0,3 ml der Campylobacter- Suspension
infiziert. Um die Menge der gegebenen KBE/ ml Suspension bestimmen zu kénnen wurde eine
Verdiinnungsreihe der Infektionssupsension angefertigt. 100 pl der Ausgangssuspension wurden
in 10 ml steriles NaCl 0,9% gegeben und durchmischt, um eine 1:100 Verdiinnung zu erhalten.
Fiir die nédchste Verdiinnungsstufe (1:10000) wurden 100 pl aus der ersten Verdiinnung

entnommen und wiederum in 10 ml steriles NaCl 0,9% gegeben und durchmischt. Aus diesem
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wurden erneut 100 pl entnommen und in 10 ml steriles NaCl 0,9% gegeben, woraus eine
1:1000000 Verdiinnung entstand. Jeweils 100 pul der ersten beiden Verdiinnungsstufen wurden
auf Columbia-Agar ausplattiert, jeweils 100 pl der letzten beiden Verdiinnungsstufen wurden auf
Karmali-Agar aufgetragen. 100 pl der Original-Suspension wurden unverdiinnt auf einem CNA-
Agar ausplattiert, um grampositive aerobe Kontaminationen aufdecken zu kdnnen.

Der CNA-Agar wurde 24 Stunden bei 37°C und normaler Atmosphédre bebriitet. Alle anderen
Nahrboden wurden unter mikroaerophilen Bedingungen iiber 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Die
Quantifizierung der Koloniebildenden Einheiten wurde wie unter 3.5.4 beschrieben

vorgenommen.

3.5.4 C jejuni- Quantifizierung im Colon

Die Menge lebender C. jejuni wurde aus dem Coloninhalt der Méuse bestimmt. Dazu wurde der
Coloninhalt widhrend der Sektion in mit 1,5 ml sterilem PBS gefiillte Eppendorf-Réhrchen
gegeben. Diese wurden vor und nach der Sektion gewogen, um das Faecesgewicht bestimmen zu
konnen. Der Faeces wurde mithilfe eines sterilen Tupfers mit dem PBS homogenisiert. Um die
Quantifizierung zu optimieren wurde eine 1:100 Verdiinnung hergestellt. Dafiir wurden 100 pl
des Faeces-Homogenats mit 10 ml sterilem NaCl 0,9% vermischt. 100 pl der Ausgangslosung
bzw. der Verdiinnung wurden auf Karmali-Selektivplatten aufgetragen und unter Ausnutzung
des gesamten Agars ausplattiert. Die Bebriitung erfolgte {iber 48 Stunden unter mikroaerophilen

Bedingungen bei 37°C. AnschlieBend wurden die KBE nach folgendem Prinzip bestimmt:

Tabelle 13: Quantifizierung Koloniebildender Einheiten

Gezahlte KBE Notierte KBE

1 10'

10 10

100 10°

1000 10*
Beginnend konfluierend 10°
Konfluierend 106
Uberwuchert >10°

Um die Quantifizierung zu prézisieren wurden weitere Abstufungen vorgenommen:
Beispielsweise wurden bei 25 KBE 10*® notiert, bei 50 KBE 10* und bei 75 KBE 10”7, Die

ermittelten KBE wurden auf das Faecesgewicht bezogen.
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3.5.5 Escherichia coli-Quantifizierung im Colon

Die Menge lebender E.coli wurde aus dem Coloninhalt der Mause bestimmt. Dazu wurde der
Coloninhalt wie unter 3.5.4 beschrieben entnommen und verdiinnt. 100 pl der Ausgangslosung
bzw. der Verdiinnung wurden auf je einen Columbia- und MacConkey-Agar aufgetragen und
ausplattiert. Der Columbia-Universalagar wurde mitgefiithrt, um eine mogliche iiberméfige
Hemmung des Wachstums durch den Selektivagar aufzudecken. Die Bebriitung der beiden
Agares erfolgte liber 18 Stunden unter normalen atmosphédrischen Bedingungen bei 37°C.
AnschlieBend wurden die KBE wie unter 3.5.4 beschrieben quantifiziert. Die Identifizierung der
Kolonien als FE.coli erfolgte anhand der Koloniemorphologie, des Geruchs und des

Farbindikators im MacConkey-Agar (Umschlag zu Pink bei Laktose-positiven Keimen).
3.6 Zytokin- und Proteinmessungen

3.6.1 Organkultur Colon

Fiir die Zytokinmessungen wurde ein 1 cm langes Stiick Colon aufgeschnitten, zur Entfernung
des Inhalts in PBS gespiilt und bis zur Verarbeitung in PBS auf Eis gelagert. Nach Uberfiihren in
RPMI/ 0,01% Pen/Strep wurde das Colonstiick iiber 18 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Das Colonstiick wurde gewogen, der Uberstand enthommen und bis zur Verwendung bei -80°C
gelagert. Die Colon-Organkulturiiberstinde wurden mithilfe der nachfolgenden Methoden

(3.6.2- 3.6.5) untersucht.

3.6.2 Cytometric Bead Array (CBA)

Die Bestimmung der Konzentrationen von IL-6, IL-12p70, IFNy, monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1) und TNFa wurde mit dem CBA Mouse Inflammation Kit von BD laut
Protokoll vorgenommen. Im Kit sind 6 verschiedene Gruppen von ,Kiigelchen* (Beads) mit
Antikorpern versehen, die jeweils gegen eines der vorgenannten Zytokine gerichtet sind. Die
Beads, Proben und detektierende Antikorper, die mit Phycoerythrin (PE) konjugiert sind, wurden
gemeinsam inkubiert und formten Sandwich-Komplexe. Diese wurden mit dem FACS-Canto
durchflusszytometrisch erfasst. Zur Unterscheidung der verschiedenen Beads diente eine fiir die

jeweilige Gruppe spezifische Fluoreszenz-Intensitit.

3.6.3 Enzyme-linked Immunabsorbent Assay (ELISA)

Zur Konzentrationsbestimmung von IL-22 wurde das Quantikine Mouse/Rat [L-22 Kit von R&D
Systems laut Protokoll verwendet. Eine Mikrotiterplatte wurde mit polyklonalem Maus/Ratte
anti-IL-22-Antikorpern versehen. Standard, Kontrolle und Proben wurden in die Vertiefungen

pipettiert und vorhandenes IL-22 vom Antikorper gebunden. Ein mit einem Enzym verbundener
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Antikorper gegen IL-22 wurde zugegeben. Ein Substrat wurde hinzugefiigt und vom gebundenen
Enzym umgesetzt. Die Menge von IL-22 wurde iliber die Farbintensitit des umgesetzten

Substrates anhand einer Standardkurve bestimmt.

3.6.4 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentration der Colon-Organkulturiiberstinde wurde mit Hilfe der
Trichloressigsiure (TCA)-Fillung bestimmt. Dabei wurden zu 35 pl Uberstand 100 pl 37%ige
Salzsdure (HCI) und 25 pl 20%ige TCA gegeben. Nach 15miniitiger Inkubation auf Eis wurde
die entstandene Triibung bei 405 nm gemessen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels

einer von Bovinem Serum Albumin (BSA) ausgehenden Standardkurve.

3.6.5 Bestimmung der Konzentration von Stickstoffmonoxid

Die Bestimmung der Konzentration von Stickstoffmonoxid (NO) wurde mithilfe der Griess-
Reaktion durchgefiihrt. Da NO aufgrund seiner Reaktionsfreudigkeit eine geringe Halbwertszeit
besitzt, wird der Nachweis iiber das Stoffwechselprodukt Nitrit vorgenommen. Fiir die
Bestimmung wurden 3 g Sulfanilamid in 18 ml Phosphorsidure gegeben und mit 300 ml Aqua
dest. gemischt. Dazu wurden 300 mg N-(1-naphtyl)ethylenendiamin geldst in 300 ml Aqua dest.
gegeben. 50 pl dieser Griess-Reagenz wurden zu 50 pl Colon-Organkulturiiberstand in eine
Mikrotiterplatte gegeben. Das N-(1-naphtyl)ethylenendiamin reagierte mit dem im
Organkulturiiberstand vorhandenen Nitrit und bildete einen Azofarbstoff, dessen Absorption bei
550 nm bestimmt wurde. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels einer von Natriumnitrit

ausgehenden Standardkurve.
3.7 Molekularbiologische Methoden

3.7.1 RNA-Extraktion aus Colongewebe

Die RNA-Extraktion wurde mit dem peqGold Total RNA Kit laut Protokoll vorgenommen.
Dafiir wurden Colonstiicke, die wahrend der Sektion in fliissigem Stickstoff gefroren und bis zur
Verarbeitung bei -80°C gelagert wurden, verwendet. Fiir die RNA-Isolierung wurden die
Colonstiicke mithilfe von Bashing Beads von Zymo Research zerkleinert und homogenisiert.
Rnasen wurden inaktiviert. Das Lysat wurde iiber eine DNA-Sdule laufen gelassen, die
genomische DNA bindete. Die Probe lief {iber eine weitere Sdule, in der die RNA an die Siulen-
Membran bindet. Nach einigen Waschschritten zur Entfernung von Kontaminanten wurde die
RNA in 40 pl Rnase-freiem Aqua bidest. eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
gelagert.
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3.7.2 Quantitative Real-Time PCR (RT-PCR) fiir die mRNA-Bestimmung

Die aus dem Colon gewonnene RNA wurde mit dem SuperScript'™ III Platinum® One-Step
Quantitative-PCR System laut Protokoll in cDNA umgeschrieben und im LightCycler analysiert.
Dafiir wurden 1 pul RNA-Template mit 5 pl 2fachem Puffer, je 0,5 ul BSA, Primermix, Sonde Fl
und Sonde LC sowie 0,25 pl MgCl,, 0,4 pl Enzymmix und 1,35 pl Aqua dest. in einer
Glaskapillare vermengt und im LightCycler analysiert. Als Negativkontrolle wurde destilliertes
Wasser eingesetzt. Die RT-PCR lief unter folgenden Bedingungen ab:

Tabelle 14: Reaktionskonditionen der RT-PCR

HPRT TNFo. IFNy IL-18 Muc2 IL-23 IL-6 IL-22

Reverse 30 min. 30 min. 30 min. 30 min. 30 min. 30 min. 30 min. 30 min.

Transkription 60°C 60°C 60°C 60°C 60°C 60°C 55°C 55°C

Initiale 2 min. 2 min. 2 min. 2 min. 2 min. 2 min. 2 min. 2 min.

Denaturierung 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C

Denaturierung 5 Sek. 5 Sek. 5 Sek. 5 Sek. 5 Sek. 5 Sek. 5 Sek. 5 Sek.
95°C 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C

Bindung der 7 sek. 10 sek. 10 sek. 10 sek. 10 sek. 7 sek. 7 sek. 8 sek.
Oligonukleotide = 58°C 59°C 60°C 57°C 55°C 58°C 59°C 58°C
Strangverlinge- 10 sek. 9 sek. 7 sek. 9 sek. 7 sek. 5 sek. 10 sek. 5 sek.
rung 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C

Die Denaturierung, Bindung der Oligonukleotide und Strangverlangerung wurden in 45 Zyklen
durchgefiihrt. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte am Ende jedes Zyklus.

Die Auswertung wurde nach der Kalibrator-normalisierten relativen Quantifizierung mit
Effizienz-Korrektur durchgefiihrt. Als Kalibrator diente Darmgewebe einer mit 100 Toxoplasma
gondii-Zysten infizierten, préfinal sezierten Maus. Da sich die Menge des verwendeten
Ausgangsmaterials unterschied, wurden die relativen Mengen auf die RNA- Expression des
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) Housekeeping Gens bezogen. Der

Crossing-Point wurde durch die Software RelQuant bestimmt.

3.7.3 DNA-Extraktion aus Mausgewebe
Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QIAmp DNA Mini Kit von Qiagen laut Protokoll. Dabei

wurden die Schwanzspitzen der Méuse mithilfe von Proteinase K lysiert und die freigesetzte
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DNA an die QTAmp Membran gebunden. Nach zweimaligem Waschen wurde die DNA in 50 pl
Aqua dest. eluiert und fiir die PCR verwendet.

3.7.4 Genotypisierung der Miuse

Um die IL-10-, TLR2- und TLR4-Defizienz der Méduse zu iiberpriifen, wurde die aus den
Schwanzspitzen extrahierte DNA (3.7.3) mithilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert. Es wurden sowohl die Mutation als auch die Wildtypvariante {iberpriift, um eine
Heterozygotie auszuschlief3en.

Zur Uberpriifung der IL10-Mutation wurden die Primer IL-10 L (forward), IL-10 R (reverse)
sowie IL-10 neo r (reverse) verwendet, um ein 1000 Basenpaare (bp) umfassendes Gen-
Fragment zu amplifizieren. 1ul der Template-DNA wurden mit 0,25 pl jedes Primers, 2,5 ul
MgCl;, 0,25 ul BSA, 0,5 pl Nukleotiden, 0,25 pul Tag-Polymerase, 2,5 ul 10fach TBE-Puffer und
17,5 ul Aqua dest. gemischt. Die Konditionen der IL-10-PCR erfolgten wie in Tabelle 15

beschrieben.

Tabelle 15: PCR-Konditionen im Rahmen der Genotypisierung

IL10 TLR2 TLR4 Wt TLR4 Mut
Initiale 5 min. 95°C 3 min. 95°C 30 sek. 94°C 30 sek. 94°C
Denaturierung
Denaturierung 45 sek. 95°C 30 sek. 94°C 20 sek 94°C 20 sek. 94°C
Anlagerung der 45 sek. 63°C 1 min 65°C 1 min. 68°C 1 min. 50°C
Oligonukleotide
Strangverlingerung 1 min. 72°C 1 min. 72°C 1 min. 72°C 1 min. 72°C
Finale 5 min. 72°C 10 min. 72°C 7 min. 72°C 7 min. 72°C
Strangverlingerung
Zyklen 40 40 35 35

Um die TLR2-Mutation zu {iberpriifen, wurden, abgesehen von Template-DNA und Primern, die
gleichen Reagenzien und Mengen wie im IL-10-Reaktionsansatz verwendet. Die Menge der
Template-DNA wurde verdoppelt. Die Primer TLR2-common (forward) und TLR2-wt bzw.
TLR2-mut (reverse) wurden zur Amplifizierung eines 334bp umfassenden Fragments verwendet.
Die Reaktionsbedingungen der TLR2-PCR sind in Tabelle 15 erldutert.

Fiir die Durchfiihrung der TLR4-PCR wurden die gleichen Mengen wie in der IL10-PCR im

Reaktionsansatz verwendet. Abgesehen von den Primern und der Template-DNA wurden die

35



gleichen Reagenzien benutzt. Im Ansatz zur Uberpriifung der Mutation wurden TLR4 Cr 1 sense
und TLR4 Cr 1 antisense Primer verwendet. Das Wildtyp-Gen wurde iiber die Primer TLR4 Ex
sense und TLR4 Ex antisense amplifiziert. Die TLR4-PCR wurde unter den in Tabelle 15
dargestellten Konditionen durchgefiihrt.

Die PCR-Produkte wurden auf ein 1,5%iges (IL-10), 2%iges (TLR2) oder 3%iges (TLR4)
Agarosegel aufgetragen. Als Negativkontrolle diente Aqua dest. Zur Herstellung des Gels
wurden 100 ml 1x TBE-Puffer mit 1,5-3 g Agarose gemischt und zum Sieden gebracht. 1 pul (10
mg/ml) Ethidiumbromid wurde zugegeben, vermengt und die Fliissigkeit wurde in eine Form
zum Aushérten gegossen.

Die DNA wurde im Verhéltnis 1:1 mit Agarose-Gel-Probenpuffer versetzt und auf das Gel
aufgetragen. Um die GroBe der Reaktionsprodukte vergleichen zu konnen wurde ein Standard in
Form eines 50- und 100-bp-,,Ladders* aufgebracht. Die Auftrennung erfolgte in 1x TBE-Puffer
iiber 30 Minuten bei 130 Volt in einer Elektrophoresekammer. Durch die Verwendung von
Ethidiumbromid, das sich in die DNA einlagert, konnte die DNA unter UV-Licht als Bande

sichtbar gemacht werden. AbschlieBend wurde ein Foto des Gels angefertigt.
3.8 Zellisolierung und Durchflusszytometrie

3.8.1 Isolierung von Immunzellen aus MLN und Milz

Zur Analyse der Immunzellpopulationen wurden Zellen aus den MLN und der Milz isoliert und
mithilfe der Durchflusszytometrie charakterisiert. Nach der Entnahme wurden die Organe bis zur
Verarbeitung in PBS auf Eis gelagert um die Autolyse einzuschrinken. Die Organe wurden in
ein Zellsieb (70 um) iiberfiihrt, mit einem Spritzenstempel zerkleinert und mit 10 ml PBS/ 5%
FKS/ 0,4% EDTA 2mM (Medium) gespiilt. Die gewonnene Zellsuspension wurde bei 350 g 10
Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet der MLN-Isolierung wurde anschlieend in 1 ml
Medium resuspendiert. Fiir die Erythrozytenlyse wurde 1 ml Aqua dest. zum Pellet der Milz-
Isolierung gegeben. Nach 45 Sekunden erfolgte die Zugabe von 1 ml 1,8%igem NaCl. Die
Zellsuspension wurde erneut wie beschrieben zentrifugiert und das Pellet in 1 ml Medium

resuspendiert.

3.8.2 Isolierung von Immunzellen aus der Leber

Die Leber wurde in situ liber die Vena portaec mit 2 ml PBS gespiilt. Um die Autolyse zu
verzogern, wurde das Organ bis zur Verarbeitung in PBS auf Eis aufbewahrt. Die Leber wurde
in ein Zellsieb (70 um) tberfiihrt, mittels einer Schere und eines Spritzenstempels durch das

Zellsieb gepresst und mit 25 ml PBS/ 5% FKS/ 0,4% EDTA 2 mM (Medium) gespiilt. Es folgte
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die einminiitige Zentrifugation bei 50 g und 4°C. AnschlieBend wurde der Uberstand in ein
neues GefdB iiberfiihrt und das Sediment verworfen. Diese Zentrifugation wurde zwei Mal
wiederholt. AnschlieBend wurde der Uberstand 10 Minuten bei 350 g und 4°C zentrifugiert. Je 2
Pellets wurden in 5 ml 40%igem Percoll resuspendiert und auf 8 ml 70%iges Percoll
aufgetragen. Nach 20miniitiger Zentrifugation bei 800 g wurde die Interphase abgenommen und
mit 10 ml Medium gemischt. Nach Zentrifugation iiber 10 Minuten bei 350 g und 4°C wurde das
Pellet in 1 ml Aqua dest. resuspendiert (Erythrozytenlyse). Nach 45 Sekunden wurde die gleiche
Menge 1,8%iges NaCl zugegeben. Die Zellsuspension wurde wie im Schritt zuvor zentrifugiert

und das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert.

3.8.3 Isolierung der Intraepithelialen und Lamina propria-Lymphozyten

Das Colon wurde entnommen, aufgeschnitten und nach Entfernung des Inhalts in RPMI gespiilt.
Es wurde in 1 cm lange Stiicke geschnitten und in 20 ml Losung gegeben, die 19,2 ml RPMI,
600 ul FKS, 200 ul EDTA 5mM, 50 ul Pen/Strep und 25 pl DTT enthielt. Unter Rithren wurden
die Colonstiicke 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Zellsuspension wurde anschlieend durch
ein Zellsieb (100 um) gegossen. Verbleibende Colonstiicke wurden in RPMI/ 1% EDTA 5 mM
iiberfiihrt, geschiittelt und wieder durch das Zellsieb gegossen. Dieser Vorgang wurde zwei Mal
wiederholt. Das Medium enthielt damit die Intraepithelialen Lymphozyten (IEL) und wurde bei
350 g 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und je 2 Pellets wurden
in 5 ml 40%igem Percoll resuspendiert und auf 8 ml 70%iges Percoll aufgetragen. Nach
20mintitiger Zentrifugation bei 800 g wurde die Interphase abgenommen und mit 10 ml PBS/ 5%
FKS/ 0,4% EDTA 2 mM (Medium) gemischt. Nach erneuter Zentrifugation bei 350 g und 4°C
iiber 10 Minuten wurde das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert. Die Zahl lebender Zellen
wurde mittels Trypanblau-Féarbung (Verdiinnung 1:2) in der Neubauer-Zéhlkammer bestimmit.
Fir die Isolierung der Lamina propria-Lymphozyten (LPL) wurden die nach dem
Schiittelvorgang im Zellsieb verbleibenden Colonstiicke in je Sml RPMI/ Liberase (500 pg/ml)/
0,005% DNase (50 pg/ml) gegeben und unter Riithren bei 37°C bis zur Zerkleinerung (ca. 45
Minuten) inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension durch ein Zellsieb (70 pm)
gegossen und mit 15 ml RPMI/ 10% FKS gemischt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 350
g und 4°C iber 10 Minuten. AnschlieBend wurden je 2 Pellets in 5 ml 40%igem Percoll
resuspendiert und auf 8 ml 70%iges Percoll aufgetragen. Die anschlieBende Durchfiihrung ab

diesem Schritt entsprach der der IEL-Isolierung.

37



3.8.4 Fluorescence activated cell sorting (FACS) -Analyse der isolierten Zellen

Zur Detektion von Zelloberflichenmarkern mittels Durchflusszytometrie wurde die 1 ml-
Zellsuspension auf 4 Eppendorftubes aliquotiert. Eine geringe Menge der Suspension wurde von
jeder Probe fiir die Kontrollen entnommen (Isotyp und Ungefarbt). Es folgten das Waschen der
Zellen mit 1 ml PBS/ 5% FKS/ 0,4% EDTA 2 mM (Medium) und die Zentrifugation bei 350 g
und 4°C iiber 10 Minuten. Fiir die Mastermixe wurden fiir jede Probe 100 pl Medium mit 2
verschiedenen Oberflichenantigenen in 1:200 Verdiinnung und anti-Fcy-Antikorper in 1:200
Verdiinnung gemischt. Das Pellet wurde im Mastermix resuspendiert und 30 Minuten bei 4°C
inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 1 ml Medium und Zentrifugation wie beschrieben. Das
Pellet wurde je nach GrofBle in 250-600 pl Medium resuspendiert und mit dem FACS-Calibur
gemessen. Entsprechende ungefarbte und Isotyp-Kontrollen wurden fiir alle Férbungen in

gleicher Weise mitgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit CellquestPro und FlowJo.

3.9 Software und Statistik

FACS-Analyse: CellquestPro, BD Biosciences, Heidelberg
FlowlJo 8.8.6, Tree Star, Ashland, USA
Graphische Darstellungen: GraphPad Prism 5.0a, GraphPad Software, LaJolla, USA
ELISA-Auswertung: SERION Evaluate, Virion, Riischlikon, Schweiz
Fotoaufnahmen: Easy Measure, Inteq, London, GB
Fotobearbeitung: Gimp 2.6, Freeware, www.gimp.org
LightCycler Software Relquant 1.0, Roche Molecular Biochemicals, Basel,
Schweiz

In den Abbildungen sind durch horizontale Balken und je nach Angabe der Mittelwert bzw.
Median dargestellt. Signifikanzen wurden mit dem Student’s-t-Test berechnet. Fiir die
statistische Auswertung der kulturellen Analysen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet.
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden als signifikant angesehen, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5% (p<0,05) lag. Signifikanzen, die unter p<0,005 lagen wurden
als p<0,005 angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 TLR2- und TLR4-Defizienz im IL-10""-Colitis Modell der Maus

Um die Bedeutung der Toll-like Rezeptoren 2 und 4 im Rahmen der chronischen Colitis in der
IL-10-defizienten Maus zu untersuchen, wurden IL-107, IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4”
Maiuse im C57BL/10 Hintergrund untersucht. Neben einer klinischen Einschédtzung wurden
histologische und immunhistochemische Vergleiche sowie Zytokinmessungen, mRNA-
Messungen und FACS-Analysen durchgefiihrt. Zusétzlich wurden die E.coli-Konzentrationen im
Colon und die Translokationsrate von Darmbakterien in mesenteriale Lymphknoten, Leber,

Milz, Niere und Blut bestimmt.

4.1.1 Klinische Beurteilung der naiven Miuse

Um einen Eindruck vom klinischen Zustand der Tiere zu bekommen, wurden diese anhand der
Kriterien duBlerer Eindruck, Stuhlkonsistenz und Blut per Rectum (siehe 3.2 klinischer Score)
beurteilt. Der Zustand der IL-10"/TLR4” Miuse stellte sich besser dar als der der IL-10"" und
IL-107/TLR2" Miuse (Abb. 2). Das Alter der IL-10"/TLR2” betrug 5-6 Monate. IL-10"" und
IL-10”7/TLR4" Mause waren 4-5 Monate alt.
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Abb. 2: Klinischer Score naiver IL-107" (schwarze Kreise), IL-107/TLR2™" (graue Kreise), IL-107/TLR4™ (weille Kreise)
Maiuse. Mittelwerte und Signifikanzniveaus sind angegeben. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten

Tiere.
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4.1.2 Colonlinge und pH-Werte im Colon naiver Miiuse

Durch die Entziindung kommt es zu einer Verkiirzung der Lange und einer Verminderung der
Resorptionsflache des Colons. Die Colonlidnge stellt somit ein grobes Mal3 fiir die entziindliche
Aktivitit des Organs dar. Die IL-107/TLR4” Miuse wiesen im Vergleich zu den IL-10"7/
TLR2” Miusen ein lingeres Colon auf (Abb. 3 B). Dieses Ergebnis zeugt von einer hheren
Krankheitsaktivitit bei IL-10"/TLR2”" Méusen. Im Rahmen der Colitis kann es zur Vermehrung
pro-inflammatorisch wirkender Bakterien, wie zum Beispiel E. coli, kommen.®® Deren
Stoffwechselleistungen unterscheiden sich vom Stoffwechsel der urspriinglichen Flora. Dadurch
kann sich der pH-Wert im Darmlumen verindern. Bei den untersuchten naiven IL-10"", IL-107"
/TLR2” und IL-10"/TLR4" Miusen konnte jedoch kein Unterschied im pH-Wert des Colons

festgestellt werden.

p<0.05
12-
°
= o o
E 10- .ooo.°. %00° °o§
Y ° o_o o
) ge® 000 PR
5 o3 0% o 0052 00
c 91 % —8ee— " 20g
S M P X T 8° o
o Lo %0000 [e]e]
84 *%e® 0808
000
7/-4
7
IL-10-/- IL-10-/-/ IL-10-/-/
TLR2-- TLR4--

Abb. 3: Liinge des Colons (cm) naiver IL-107 (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2" (graue Kreise), IL-10"/TLR4™ (weiBe
Kreise) Maiuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 7 voneinander unabhéngig durchgefiihrten

Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

4.1.3 Histopathologie des Colons der naiven Miuse

Um die Schwere der Entziindung einschétzen zu kdnnen, wurden die HE-gefarbten Schnitte des
Colons mithilfe des OVA-Colitis-Score (siche 3.4.3) bewertet. Dabei zeigte sich bei den IL-107
JTLR2” Tieren im Vergleich zu den IL-10" und IL-10"/TLR4”" Miusen eine stirker
ausgepragte Entziindung (Abb. 4). Gesunde Wildtyp-Miuse, die unter den gleichen
Bedingungen wie die IL-10-defizienten Tiere gehalten wurden, zeigten keine Pathologien. Die
stiarkere Entziindung im Colon der IL-10"/TLR2” Miuse bestitigte die Erkenntnisse aus der
Erfassung der Colonldngen. Die Entziindung war im Darm der untersuchten Tiere deutlich
erkennbar. Es kam zur Einwanderung von Entziindungszellen in die Lamina propria (Abb. 5 A-
D), die Submukosa (Abb. 5 C) zur Epithelhyperplasie (Abb. 5 A), zum Verlust von
Becherzellen, zu Kryptenabszessen (Abb. 5 D) und Ulzerationen (Abb. 6).
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Abb. 4: Histopathologischer OVA-Score naiver Wildtyp- (weille Késtchen), IL-10"" (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2™” (graue
Kreise) und IL-10"/TLR4™ (weiBe Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 4 voneinander

unabhingig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.
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Abb. 5: Histopathologische Verinderungen im Colon naiver IL-107, IL-10"/TLR2" und IL-10"/TLR4™ Miuse. HE-Farbung
des Colons, reprisentative Ausschnitte. A: 100fache Vergroferung, Langsschnitt durch die Mukosa, ausgeprigtes lymphozytéres
Infiltrat in der Lamina propria, Epithelhyperplasie. B: 200fache VergroBerung aus A, lymphozytéres Infiltrat in der Lamina
propria. C: 100fache VergroBerung, lymphozytires Infiltrat in der Submukosa und Mukosa, 6dematdse Schwellung der
Submukosa. D: 200fache VergroBerung, Reduktion von Becherzellen, Kryptenabszess, umgeben von lymphozytirem Infiltrat.
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Abb. 6: Histopathologische Verinderungen im Colon einer naiven IL-107/TLR4” Maus. 100fache VergroBerung, HE-

Féarbung des Colons, représentative Ausschnitte. Lymphozytéres Infiltrat in Mukosa und Submukosa, Ulzeration.

4.1.4 Immunhistochemische Analysen im Colon der naiven Miuse

Mit der Immunhistochemie (IHC) koénnen Antigene in situ sichtbar gemacht und es kann das
Vorkommen bestimmter Immunzellpopulationen im Colon nachgewiesen werden.
Immunhistochemische Féarbungen des Colons wurden fiir die Marker Caspase3, Ki67, CD3,
B220, Foxp3 und MPO7 durchgefiihrt. Um zu iiberpriifen, ob bei den untersuchten Tieren
tatsdchlich eine Entziindung bestand, wurden naive Wildtyp-Maiuse als Kontrollen mitgefiihrt.
Apoptotische Zellen wurden mittels der Effektorprotease Caspase3 gefarbt. Im Colon der
gesunden Wildtyp-Tiere wurden im Vergleich zu den Colitis-Tieren weniger apoptotische Zellen
nachgewiesen. Die Anzahl der Caspase3” Zellen im Colon der IL-107/TLR4” Méuse war im
Vergleich zu den IL-10"" Mausen signifikant reduziert (Abb. 7 A). Weniger apoptotische Zellen
im Colon der IL-10"/TLR4” Miuse sprechen fiir eine im Vergleich zu den beiden anderen
Genotypen mildere Entziindung. Ki67 wurde als Marker fiir proliferierende Zellen gewéhlt.
Colitis-Mause wiesen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen mehr proliferierende Zellen im Colon
auf. Im Darm der IL-10"" Méuse zeigten sich deutlich mehr Ki67" Zellen als bei IL-107 JTLR2™
und IL-10"/TLR4™ Miusen (Abb. 7 B). Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da die
Wundheilung der Darmmukosa durch das Fehlen von TLR2 bzw. TLR4 beeintrichtigt ist.”
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Abb. 7: Caspase 3" (A) und Ki67" (B) Zellen im Colon naiver Wildtyp- (weiBe Kiéstchen), IL-10™ (schwarze Kreise), IL-10"
/TLR2” (graue Kreise), IL-10"/TLR4" (weiBe Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 3

voneinander unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

MPO7 wird von myeloiden Zellen des Immunsystems, wie z.B. neutrophilen Granulozyten,
exprimiert. Im Colon der IL-10"/TLR2” Miuse wurden gegeniiber den IL-107" Kontrolltieren
signifikant mehr neutrophile Granulozyten nachgewiesen. Im Vergleich zu den gesunden
Wildtypen wiesen die IL-10", IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4" Miuse mehr MPO7" Zellen

auf, wie es im Rahmen der Colitis zu erwarten war (Abb. 8 A).
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Abb. 8: MPO7' Granulozyten (A) und CD3* Lymphozyten (B) im Colon naiver Wildtyp- (weile Kistchen), IL-10"
(schwarze Kreise), IL-107/TLR2” (graue Kreise), IL-10"/TLR4”" (weiBe Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwert und
Signifikanzniveaus von 3 voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl

der analysierten Tiere.

Da die Pathologie der IL-10"" Colitis durch Th1-Zellen vermittelt wird'’, wurde CD3 als Marker
fiir T-Zellen verwendet. Dabei zeigten sich im Colon der IL-10"/TLR2™" Tiere signifikant mehr
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T-Zellen als bei IL-10" wund IL-10"/TLR4" Maiusen, was die Ergebnisse des
histopathologischen Scores bestitigt (Abb. 8 B). Gesunde Wildtyp-Mause zeigten einen
signifikant geringeren Anteil von T-Zellen im Colon im Vergleich zu den IL-10", IL-107/
TLR2" und IL-10"/TLR4”" M#usen.

Beim B-Zellmarker B220 firbten sich bei den IL-10"/TLR4” Miusen signifikant weniger
Zellen positiv an als bei den beiden anderen Gruppen (Abb. 9 A), was auf eine geringere
Aktivierung des Immunsystems deutet. Wildtyp-Mause zeigten einen im Vergleich zu den
anderen untersuchten Gruppen signifikant geringeren Anteil von B-Zellen im Colon, da bei den
Wildtyp-Tieren keine Colitis vorlag. Regulatorische T-Zellen wurden mittels Foxp3 gefarbt,
wobei IL-107", IL-10"/TLR2" und IL-10"/TLR4”" Miuse einen im Vergleich zu den Wildtyp-
Tieren signifikant hoheren Anteil regulatorischer T-Zellen im Colon zeigen (Abb. 9 B).
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Abb. 9: B220" (A) und Foxp3" (B) Lymphozyten im Colon naiver Wildtyp- (weiBe Kistchen), IL-10™ (schwarze Kreise), IL-
107/TLR2™ (graue Kreise), IL-10"/TLR4" (weiBe Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 3

voneinander unabhiingig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.
4.1.5 Zytokinkonzentrationen im Colon naiver Miuse

Um die Immunantworten der TLR2 bzw. TLR4-defizienten Tieren weiter untersuchen zu
konnen, wurden Zytokinmessungen in Organkulturiiberstinden von ex vivo gewonnenen
Colonproben durchgefiihrt. IL-12p70 und IFNy sind Zytokine, die fiir eine Thl-basierte
Entziindungsreaktion charakteristisch sind. Im Rahmen der Immunantworten im IL-10"-Modell
kommt es zu einem drastischen Anstieg dieser beiden Chemokine.!” Unsere Messungen ergaben,
dass die Konzentrationen an IL-12p70 und IFNy bei den IL-10"/TLR4™ Tieren im Vergleich zu
den IL-10" Tieren signifikant reduziert waren, was durch die abgeschwichte

Entzlindungsreaktion bei diesem Genotyp bedingt ist (Abb. 10 A und B).

44



A p<0.05 p<0.05
2.0- 0.10-
: ° S 0.08 o®
5 15 S
38 2 o
(2] o
S . 2 0.06
E 1.0 ° S °
> ° S hd
= % & 0.041 °
2 =
2 .54 . Q o
o 2 0.024 0o
[ ] OO
% ) 062500
0.0 $ ¢ 0QO 0.004
IL-10-/- IL-10-/-/ IL-10-/-/ IL-10-/- IL-10-/-/ IL-10-/-/
TLR2-/- TLR4-/- TLR2-/- TLR4-/-

Abb. 10: IFNy- (A) und IL12p70- (B) Konzentration im Colon naiver IL-10" (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2™" (graue
Kreise), IL-107/TLR4” (weifie Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 2 voneinander

unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

Das Monocyte chemoattractant Protein-1 (MCP-1) ist ein Chemokin, das die Aktivierung und
die Einwanderung von Monozyten und Makrophagen in entziindete Gewebe steuert. Bei den IL-
10"/TLR4™” Miusen wurde eine im Vergleich zu den beiden anderen Genotypen signifikant
verminderte MCP-1-Konzentration gemessen (Abb. 11 A), was ebenfalls durch die schwichere
Entziindung erkldrt werden kann. Stickstoffmonoxid (NO) ist eine wichtige Komponente der
unspezifischen Abwehr. Die NO-Werte lagen bei beiden TLR-defizienten Mauspopulationen
niedriger als bei den IL-10"" Mausen (Abb. 11 B).
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Abb. 11: MCP-1- (A) und NO- (B) Konzentration im Colon naiver IL-10" (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2™ (graue Kreise),
IL-10"/TLR4™ (weiBBe Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 2 voneinander unabhéngig

durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.
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Aktivierte Makrophagen setzen TNFa frei, das u.a. Phagozyten und Lymphozyten ins Gewebe
lockt. Die TNFa- und IL-6-Konzentrationen im Colon der IL-10"/TLR2” Miuse waren im
Vergleich zu IL-10"" und IL-10"/TLR4"" Miusen signifikant erhoht (Abb. 12 A und B).
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Abb. 12: TNFa- (A) und IL6- (B) Konzentration im Colon naiver IL-10" (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2™ (graue Kreise),
IL-10"/TLR4™ (weiBBe Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 2 voneinander unabhéngig

durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.
IL-22 bewirkt die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine'*®, besitzt aber im Rahmen der
Epitheldifferenzierung und -proliferation auch protektive Wirkungen."”’ Im Colon der IL-107

/TLR2” Méuse wurden im Vergleich zu IL-10"/TLR4™ Méusen erhohte IL-22-Konzentrationen

nachgewiesen, wobei die Messungen erhebliche Standardabweichung aufweisen (Abb. 13).
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Abb. 13: IL22-Konzentration im Colon naiver IL-107" (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2™ (graue Kreise), IL-107/TLR4™
(weiBBe Kreise) Miduse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 2 voneinander unabhidngig durchgefiihrten
Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

Die absolute Konzentration wurde auf das Organgewicht bezogen. Bei Bezug auf den
Proteingehalt des analysierten Colonstiicks ergaben sich mit groBer Ubereinstimmung die

gleichen Signifikanzen.
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4.1.6 mRNA-Expression im Colon naiver Miuse

Neben der Untersuchung der Zytokinkonzentration auf Proteinebene mithilfe von CBA und
ELISA wurde auch die Genexpression ausgewéhlter Zytokine analysiert. Dazu wurde die mRNA
der Gene fiir die pro-inflammatorischen Zytokine IFNy, TNFa, 1L-23, IL-18 und IL-6 mittels
Reverse-Transkriptase-basierter Echtzeit-PCR bestimmt. Auflerdem wurde die Expression der
Gene fiir Mucin2 (MUC2), das an der Schleimbildung im Colon beteiligt ist und IL-22, fiir das
sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Funktionen im Colon nachgewiesen wurden,
bestimmt. Um das Konzentrationsniveau der verschiedenen Zytokine besser einschitzen zu
konnen, wurde ein Vergleich mit gesunden Wildtypen durchgefiihrt.

IFNy wird von Thl-Zellen produziert. Im Modell der IL-10"" Maus wird es vermehrt gebildet
und ist am Entziindungsgeschehen beteiligt. Der Vergleich von gesunden Wildtyp-Tieren mit IL-
107, IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Méusen ergab eine erhohte IFNy-Konzentration im
Colon aller Colitis-Tiere (Abb. 15 A). Dies bestitigte die bei diesen Tieren vorliegende
Entziindung. TNFa wirkt pro-inflammatorisch und ist an der Aktivierung und Differenzierung
vieler Immunzelltypen beteiligt."** Der Vergleich von nicht-entziindeten Wildtyp-Mausen mit
IL-107, IL-107"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miusen ergab auch bei den TNFa-Konzentrationen
erhohte Werte bei den Colitis-Tieren (Abb. 15 B), was die Entziindungssituation im Darm

widerspiegelte.
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Abb. 14: IFNy- (A) und TNFa- (B) mRNA-Expression im Colon naiver Wildtyp- (weifle Késtchen), IL-10™ (schwarze
Kreise), IL-107/TLR2” (graue Kreise), IL-10"/TLR4” (weiBe Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und
Signifikanzniveaus. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

IL-23 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, das im Colon von antigenprisentierenden Zellen
(APC) sezerniert wird. Zum einen hemmt es regulatorische T-Zellen, sodass deren Sekretion der

anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-f unterdriickt wird und zum anderen stimuliert
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es Th17-Zellen, die daraufhin eine Reihe weiterer pro-inflammatorischer Zytokine freisetzen.'*’
Der Vergleich der IL-23-mRNA-Konzentration im Colon der Wildtyp-Méuse mit den IL-10"
Miusen zeigte eine signifikant hohere IL-23-Konzentration bei den IL-10” Miusen. Auch die
IL-23-Konzentration im Colon der IL-10"/TLR4” Miuse war im Vergleich zu den Wildtypen
signifikant erhoht. Zwischen Wildtyp- und IL-10”"/TLR2” Miusen konnten keine Unterschiede
festgestellt werden (Abb. 15 A). IL-22 besitzt sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Effekte (siehe 4.1.5). Es konnte im Colon von Wildtyp-Tieren fast gar nicht nachgewiesen
werden. Im Vergleich dazu fanden sich erhéhte Konzentrationen bei IL-107", IL-10"/TLR2™"
und IL-10"/TLR4” Miusen gegeniiber den Wildtyp-Mausen (Abb. 15 B).
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Abb. 15: IL-23- (A) und IL-22- (B) mRNA-Expression im Colon naiver Wildtyp- (weifle Késtchen), IL-107 (schwarze
Kreise), IL-10"/TLR2" (graue Kreise) und IL-10"/TLR4" (weifie Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und

Signifikanzniveaus. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

IL-18 wirkt im Colon pro-inflammatorisch'*’, erfiillt aber auch wichtige protektive Funktionen
bei den intestinalen Epithelzellen.™ Bei der Analyse der IL-18-mRNA-Expression im Colon der
Widtyp, IL-10", IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Mause konnte gezeigt werden, dass im
Colon der Wildtyp-Tiere mehr IL-18-mRNA exprimiert wurde als bei den IL-107, IL-10"
/TLR2” und IL-10"/TLR4"" Méusen (Abb. 16 A).

141

IL-6 ist ein pro-inflammatorisch wirkendes Zytokin, das in murinen Colitis-Modellen an der

Vermittlung der Immunreaktion mitwirkt.'**

Die IL-6-Konzentrationen aller entziindeten Tiere
liegen liber denen der Wildtyp-Tiere, was die Beteiligung von IL-6 an der Entziindung in diesem
Colitis-Modell hervorhebt. Beim Vergleich der IL-6-mRNA-Expression innerhalb der IL-107",
IL-107/TLR2" und IL-10"/TLR4" Méuse ergaben sich keine Unterschiede (Abb. 16 B). Da auf
Proteinebene Unterschiede hinsichtlich der IL-6-Konzentration nachweisbar waren, ist dies ein

Ergebnis, was nicht den Erwartungen entsprach.
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Abb. 16: IL-18- (A) und IL-6- (B) mRNA-Expression im Colon naiver Wildtyp- (weile Késtchen), IL-10" (schwarze Kreise),
IL-107/TLR2™ (graue Kreise), IL-10"/TLR4 ™" (weiBe Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus. Die

Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

MUC?2, das von Becherzellen im Colon produziert wird, bildet die Hauptkomponente der Colon-
Schleimschicht und stellt einen wichtigen Baustein der Darmbarriere dar.'* Die Analyse der
MUC2-mRNA-Expression im Colon der Wildtyp, IL-10"", IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4™"
Mause zeigte keine Unterschiede (Abb. 17).
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Abb. 17: MUC2-mRNA-Expression im Colon naiver Wildtyp- (weiBe Kistchen), IL-107" (schwarze Kreise), IL-10"/ TLR2™
(graue Kreise), IL-10"/TLR4™ (weiBBe Kreise) Méuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus. Die Anzahl der

Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

4.1.7 FACS-Analyse der mesenterialen Lymphknoten naiver Miuse

Mesenteriale Lymphknoten (MLN) bilden den groften Teil des Darm-assoziierten
Immunsystems (GALT, gut associated lymphoid tissue) und stellen die erste
Lymphknotenstation fiir Immunzellen aus dem Colon dar. In den MLN von Morbus Crohn
Patienten wurden mehr Thl- und Thl7-Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
nachgewiesen.'** Es ist davon auszugehen, dass sich ein wesentlicher Teil der Immunantwort in

diesem Kompartiment abspielt. Die Immunzellpopulationen in den MLN der IL-10"", IL-10"
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/TLR2” und IL-107/TLR4" Miuse wurden mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die
Population der CD4" Zellen wird von T-Helferzellen (Th) gebildet, wobei die zusitzliche
Expression von CD69 aktivierte Th-Zellen kennzeichnet. Th-Zellen sind aktiv an der
Entziindung beteiligt. Hinsichtlich der CD4" und CD4"/CD69" Zellpopulationen konnte kein
Unterschied zwischen den verschiedenen Genotypen festgestellt werden. Um die T-Zellantwort
niher zu charakterisieren, wurden zytotoxische CD8" T-Zellen analysiert. In den MLN der IL-
107/TLR4" Miuse wurde im Vergleich zu den IL-10" und IL-107 JTLR2™” Tieren ein
signifikant hoherer Anteil an CD8" Zellen gemessen (Abb. 18 A). Um das Verhiltnis von Th-
Zellen und zytotoxischen T-Zellen zueinander abschiitzen zu kénnen, wurde die CD4'/CDS8"-
Ratio bestimmt. Die CD4"/CD8"-Ratio ergab einen signifikant verminderten Wert der IL-10""
JTLR4” Gruppe im Vergleich zu den IL-10" Tieren (Abb. 18 B), worin sich die Erh6hung der

CDS8" Zellen widerspiegelt und eine verinderte T-Zellantwort anzeigt.
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Abb. 18: Anteil CD8" Zellen (A) und CD4"/CD8"- Quotient (B) in den MLN naiver IL-10"" (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2"
- (graue Kreise), IL-10"/TLR4™ (weiBe Kreise) Mause. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 2 voneinander

unabhingig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

Auch bei der Analyse der natiirlichen Killerzellen (NK1.1") zeigten sich in der Gruppe der IL-
107/TLR4™ Miuse Unterschiede im Vergleich zu den beiden anderen Genotypen. Die Anzahl
dieser Zellpopulation war in den MLN der IL-10"/TLR4” Miuse reduziert (Abb. 19). Bei der
Bestimmung der B-Zellen (B220), Neutrophilen Granulozyten (CD11b'/Grl") und
dendritischen Zellen (CD11c¢") konnten beziiglich des Anteils dieser Zellpopulationen keine

signifikanten Unterschiede in den MLN festgestellt werden (nicht dargestellt).
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Abb. 19: Anteil NK1.1" Zellen in den MLN naiver IL-10" (schwarze Kreise), IL-107/TLR2™ (graue Kreise), IL-107/TLR4™

(weiBBe Kreise) Mause. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der

analysierten Tiere.

4.1.8 FACS-Analyse der Milz naiver Mause

Um eine systemische Beteiligung des Immunsystems zu analysieren wurden Immunzellen der
Milz isoliert und hinsichtlich der gleichen Oberflaichenmarker durchflusszytometrisch analysiert
wie in den MLN. Dabei ergab sich bei den CD4" T-Helferzellen kein Unterschied zwischen den
untersuchten Gruppen (nicht dargestellt). In der Milz der IL-10"/TLR4"~ Miuse wurden im
Vergleich zu bei den beiden anderen Genotypen signifikant erhohte Mengen an aktivierten

(CD4'/CD69") Th-Zellen gefunden (Abb. 20 A).
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Abb. 20: Anteil CD4"/CD69" (A) und CD11¢" (B) Zellen in der Milz naiver IL-10" (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2™ (graue
Kreise), IL-107/TLR4” (weifie Kreise) Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 2 voneinander

unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.
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IL-107/TLR2"" Mause wiesen im Vergleich zu den IL-10" Miusen ebenso einen hoheren Anteil
an CD4'/CD69" Zellen auf. Dendritische Zellen in der Milz wurden mit dem Marker CD11c
untersucht. Auch hier ergab sich ein signifikant erhhter Anteil CD11c¢” Zellen in der Milz der
IL-10"/TLR4™ Tiere im Vergleich zu den beiden anderen Genotypen (Abb. 20 B).

Die Analyse der CD8" Zellen und die Berechnung der CD4'/CDS8"-Ratio ergab - ebenso wie die
Bestimmung der B220" Zellen - keine Unterschiede zwischen den Maus-Genotypen (nicht
dargestellt). Die beziiglich der zytotoxischen T-Zellen festgestellten Unterschiede in den MLN
fanden sich nicht in der Milz. Der Anteil der natiirlichen Killerzellen (NK1.1") war, wie schon in
den MLN, bei den IL-10"/TLR4” Miusen im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen
signifikant erniedrigt (Abb. 21 A). In der Gruppe der IL-107" Tiere wurde ein héherer Anteil
neutrophiler Granulozyten (CD11b'/Gr1") im Vergleich zu den anderen Genotypen gemessen

(Abb. 21 B).
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Abb. 21: Anteil NK1.1" (A) und CD11b"Gr1" (B) Zellen in der Milz naiver IL-10” (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2"" (graue
Kreise), IL-10"/TLR4™ (weiBe Kreise) Mause. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus. Die Anzahl der Symbole

entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

4.1.9 Quantifizierung von E. coli im Coloninhalt

Da es im Rahmen einer Darmentziindung zum Anstieg von potenziell pro-inflammatorisch
wirkenden Darmkommensalen, wie z.B. von E. coli, kommen kann® 7, wurde die Menge von E.
coli im Coloninhalt der Maiuse bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass die E. coli
Konzentrationen in den IL-10"" Mausen signifikant niedriger waren als in den beiden anderen
Genotypen. Es konnte bei einigen IL-10"" und IL-10"/TLR4" Tieren iiberhaupt kein E. coli
nachgewiesen werden, wobei sich aber bei allen IL-10"/TLR2”" Méusen mindestens 10* KBE/ g

Faeces nachweisen lielen (Abb. 22).
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Abb. 22: Quantifizierung von E. coli im Coloninhalt naiver IL-10”7 (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2"" (graue Kreise), IL-10""
JTLR4™ (weiBe Kreise) Miuse. Angegeben sind Median und Signifikanzniveaus von 4 voneinander unabhéngig durchgefiihrten

Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere (n=26-29).

4.1.10 Translokation lebender Bakterien in MLN, Leber, Milz, Niere und Blut

Im murinen IL-10"" Modell kommt es aufgrund der Barrieredefekte im Rahmen der Colitis zu
einer erhohten Translokation von Bakterien. Es zeigten sich Unterschiede hinsichtlich der TLR-
Defizienz. Dabei kam es bei 65% (13/20) der IL-10"" Mause zu einer Translokation in die
mesenterialen Lymphknoten (MLN). In den Gewebshomogenaten der MLN wurden
Laktobazillen, Enterokokken und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen gefunden.
Im Falle der IL-10"/TLR2” Méiuse kam es in 53,3% (8/15) zu Translokationen in die MLN,
wobei es sich um Laktobazillen, Enterokokken und E. coli handelte. Nur bei 35% (7/20) der IL-
107/TLR4”" Miuse waren Bakterien in den MLN nachweisbar. Es handelte sich um
Laktobazillen, Enterokokken, E. coli, Proteus sp. und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-
Gruppen.

Im Vergleich zu den MLN kam es zu einer geringeren Translokation in die Leber. Es konnten in
einer IL-107" Maus von insgesamt 20 Tieren (5%) Laktobazillen in der Leber nachgewiesen
werden. In der Leber einer IL-10"/TLR2”" Maus (von 15; 6,7%) Laktobazillen, Enterokokken
und E. coli vorgefunden. In 15% (3/20) der IL-10"/TLR4” Miuse kam es zu einer
Translokation von Laktobazillen und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen.

In der Milz konnten in der Gruppe der IL-10"" Miuse keine Bakterien nachgewiesen werden. Bei
den IL-107/TLR2” Miusen wurden in 6,7% (1/15) Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-
Gruppen vorgefunden. Ein groBerer Bakteriennachweis konnte bei den IL-10"/TLR4” Mausen
gefiihrt werden (15%, 3/20). Es handelte sich um Laktobazillen, Enterokokken, E. coli und

Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen.
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In den Nieren konnten zu einem gleichen Prozentsatz Bakterien nachgewiesen werden wie in der
Leber. Dabei waren bei den IL-10" und IL-10"/TLR2” Méusen ausschlieBlich Laktobazillen
vorhanden, wihrend es sich bei den IL-107/TLR4” Méusen um Laktobazillen, Enterokokken, E.
coli, Proteus sp. und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen handelte.

Im Blut waren bei keinem der untersuchten Tiere lebende Bakterien nachweisbar.

Tabelle 16: Unterschiede zwischen naiven Wildtyp IL-10", IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miusen. * p<0.05, **
p<0.01 und *** p< 0.005 IL10"" vs. IL10-TLR2™"; ¥ p<0.05, ¥ p<0.01 und ¥ p<0.005 IL107 vs. IL10-TLR4™; * p<0.05, »
p<0.01 und * p<0.005 IL10-TLR2” vs. IL10-TLR4™"; ® p<0.05, °° p<0.01 und °°° p<0.005 Wildtyp vs. IL10”". Angegeben sind

Mittelwert bzw. Median (kursiv) + Standardabweichung. IHC - Immunhistochemie.

IL-107 IL-107/TLR2™ IL-107/TLR4™ gof. Wildtyp

Colon

-pH 6,5+0,3 6,5+0,1 6,6 + 0,3

- lange (cm) 9.4+ 1 9 + 0,9 9,5+ 0,7
Scores

- Klinisch 3,3+2, 1 28+1,7 1,3 + 1,4+

- Histopatholog. 2,0 £ 0,8%* °°° 2,8+ 0,8%* 2 2,3+0,7° 0 + (°°°
IHC (Zellen/
Gesichtsfeld)

- Caspase3” 11,9 + 4,7 112+5,6 7,5+2.1*

-Ki67" 204,1 +69,9%* #2141 +43 5%* 184,2 + 45%

-CD3" 150,7 + 32,3% °°° 190,1 + 32,9% == 124,7 + 26,6 18,2 + 4,8°°°

-B220" 20,2 + 8,9 °0° 22,3 + 8,3%@ 10,5 + 4+ 3,8 +2,200°

-MPO7" 25,4 + 6,4% o°° 51,9 +27,6% 36,6 + 14,2 0,9 + 0,5°°°

- Foxp3* 42,7 +10,9°°° 39,7+ 8.4 33,1+ 16,2 2,6+ 1,9°°°
Zytokinkonzentra-
tion (pg/ mg Colon)

- IFNy 0,5+0,3% 0,5+0,5 0,2 +0,3%

- 1L-12p70 0,03 £ 0,03} 0,01 + 0,01 0+ 0

- MCP-1 1,3+0,7 1,6 + 1,17 0,5+0,3"

-NO 30,1 £20,1%* 11,5+ 6,1* 13,1+7%

- TNFa 0,2+0,1 0,8 0,7 0,1 +0,1°

-IL-6

SIL-22 0,4 +0,3* 3,3 +2,5% 0,2 + 0,4 =

0,7 +0,2¢ 2,1+ 14 0,6 +0,7%2
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mRNA-Expression
(Normal. Ratio)

- IFNy 0,03 +0,01° 0,05 + 0,05 0,02 + 0,01 0,01 +0,01°
- TNFa 1,3 +0,7°°° 1,8+ 1,1 1,7+ 1,1 0,3 +0,2°°°
SIL-6 0,2+0,1 02+0,2 0,2 +0,1
SIL-22 2,1+1,7° 0,8+0,3 0,6 0,6 0,1 +0,1°
SIL-23 6,3 +2,6°°° 35+1,5 57+2,6 3,1 +1,3%°
SIL-18 5,7+2° 57+23 6+238 11,2 +3,2°
-MUC2 294 +212 21,3+9,3 18,6 £7,7 33,9+ 13,1
FACS-Analyse
MLN (%/ + Zellen)
- CD4 29,5+7 23,6+ 10,1 252 £6,6
- CD4/CD69 6,7+22 57+2,1 6,1 +2,3
-CD8 22,5+ 6,5 20,9 + 8,6 292 +42%
- CD4/CD8-Quot. 1,4 + 0,3 1,2+0,5 0,9 + 0,3
-CDllc 0,7+0,5 0,7+0,5 0,6+0,2
- CD11bGrl 33+£32 2,4+25 2241
- B220 20+7,3 19,6 + 8,4 22,8+5,8
-NKI1.1 0,4 +0,2¢ 0,4 +0,2% 0,1 + 0,03
FACS-Analyse
Milz (%/ + Zellen)
- CD4 9,9 +6,2 12,7+ 3 11,8 +4,8
- CD4/CD69 1,2 4£0,5%% 3 1,9 & 0,4%%% 2 3,6+ 2,24t
-CD8 7,1£3,6 7,7+2,7 7,6+32
- CD4/CD8-Quot.  1,4+0,5 1,7 + 0,4 1,5+0,5
-CDllc 1,4+ 0,5 1,6 + 0,8 3,2 + 1 4¥Hta
- CD11bGrl 51,3+ 18, 1%+ H 23,1 & 5,5%* 21,2 £9.3%
- B220 26,4 + 14,6 32,7+ 123 23,9+ 8.9
-NK1.1 8 + 4,5% 9,7 +2,3%= 2,5+ 1,64

E. coli (KBE/ g

Faeces) [+9x 10 %%x? 3x 100+ 1x 10%%%%  2x10°+3x 10"
Translokation/
Tier (%)

-MLN 13/20 (65 %) 8/15 (53,3 %) 7/20 (35 %)

- Leber 1/20 (5 %) 1/15 (6,7 %) 3/20 (15 %)

- Milz 0/20 (0 %) 1/15 (6,7 %) 3/20 (15 %)

- Niere 1/20 (5 %) 1/15 (6,7 %) 3/20 (15 %)

- Blut 0/20 (0 %) 0/15 (0 %) 0/20 (0 %)
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4.2 Auswirkungen von C. jejuni auf die IL-10"-Colitis und die Rolle der
TLR2 und TLR4 im Rahmen der C. jejuni-Infektion

Gastrointestinale Erreger spielen in der Pathogenese und der Initiierung eines Schubes bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eine noch nicht vollstindig geklirte Rolle (siehe
1.8). In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Infektion mit C. jejuni ATCC43431 die Colitis
von IL-107, IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miusen im C57BL/10-ScSn-Hintergrund
beeinflusst und ggf. zu einer verstirkten Entziindung fiihrt. Dafiir wurden Spezifisch
Pathogenfreie (SPF) IL-107, IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4" Miuse im C57BL/10
Hintergrund mit C. jejuni infiziert. Aus Vorversuchen in der eigenen Forschungsgruppe ist
bekannt, dass in einem Zeitraum von 14 Tagen p.i. die C. jejuni-Konzentration im Colon der IL-
10" Tiere abnimmt und bei einigen Tieren kein C. jejuni mehr nachgewiesen werden kann. Fiir
diese Arbeit wurde Tag 5 p.i. fiir die Tétung der Tiere und die Organentnahme gewahlt, um bei
einer grofit moglichen Anzahl von Miusen eine Immunantwort gegentiber C. jejuni untersuchen
zu konnen. Die Organentnahme bei den naiven Tieren erfolgte in einem den infizierten Tieren
entsprechenden Alter.

Durch den Vergleich naiver und infizierter Tiere ist es moglich, die Verdnderungen, die durch
die Infektion mit C. jejuni hervorgerufen werden, zu detektieren. Analog zu den naiven Tieren
wurden auch bei den infizierten Méusen klinische, immunologische und mikrobiologische
Parameter untersucht. Vergleicht man infizierte IL-10”" Méuse mit infizierten IL-10"/TLR2™"
und IL- 107"/TLR4” Miusen lassen sich zudem Aussagen zur Bedeutung der TLR2 und TLR4

im Rahmen einer Infektion mit C. jejuni machen.

4.2.1 C. jejuni Konzentrationen im Colon der IL-10"", IL-10"/TLR2" und IL-10"/TLR4™
Mause
IL-10, IL-10”/TLR2™ und IL-10"/TLR4"" Miuse wurden mit C. jejuni in einer Dosis von 7,5 x
10"- 1 x 10" KBE/ ml PBS per os (p.o.) an drei aufeinander folgenden Tagen (Tag 0, 1 und 2)
infiziert. Um den Erfolg der Infektion zu iiberpriifen, wurde an den Tagen 3, 4 und 5 p.i. eine
quantitative Bestimmung der C. jejuni-Konzentrationen in Faecesproben durchgefiihrt. Die
Bestimmung der C. jejuni-Konzentration an Tag 3 p.i. zeigte signifikant mehr KBE/g Faeces bei
den IL-10"/TLR2” im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen (Abb. 23 A). Die
Faecesmenge an Tag 4 zeigte eine leichte Reduktion der Konzentrationen insgesamt, jedoch

keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 23 B). Nach Sektion der Mause an Tag 5
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wurde im Coloninhalt der IL-10"/TLR2” Méuse eine im Vergleich zu den IL-10" und IL-10"
/TLR4™ Méusen signifikant hdhere Menge C. jejuni nachgewiesen (Abb. 24).
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Abb. 23: Quantifizierung von C. jejuni an Tag 3 (A) und Tag 4 (B) aus dem Faeces infizierter IL-10™ (schwarze Kreise), IL-
107/TLR2™ (graue Kreise), IL-10"/TLR4™ (weiBe Kreise) Miuse. Angegeben sind der Median und Signifikanzniveaus von 4

voneinander unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere

(n=33-36).
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Abb. 24: Quantifizierung C. jejuni an Tag 5 aus dem Coloninhalt infizierter IL-107 (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2™ (graue
Kreise), IL-107"/TLR4™ (weifie Kreise) Miuse. Angegeben sind der Median und Signifikanzniveaus von 4 voneinander

unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere (n=33-35).

4.2.2 Verlauf des klinischen Zustandes der Miuse nach der Infektion mit C. jejuni

Um die Beeintrachtigung der Méuse durch eine Infektion mit C. jejuni besser erfassen zu
konnen, wurden sie vor der Infektion sowie an den Tagen 3 und 5 p.i. klinisch beurteilt. Bei allen
Tieren kam es durch die Infektion zu einem Anstieg des klinischen Scores (Abb. 25 A-C). Die

Verschlechterung des Zustandes im Vergleich zur Ausgangssituation fiel jedoch nur bei den IL-
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107"/TLR4”" Miusen so stark aus, dass die Verdanderung an Tag 5 p.i. statistisch signifikant

wurde.
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Abb. 25: Verlauf des Klinischen Zustandes von IL-10"(A), IL-10"/TLR2" (B) und IL-10"/TLR4" (C) Miusen vor
Infektion (d0) sowie an den Tagen 3 und 5 (d3/ d5) nach Infektion mit C. jejuni. Angegeben sind Mittelwerte und

Signifikanzniveaus. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

4.2.3 Colonlinge und pH-Wert im Colon der infizierten Miuse

Die Colonlénge als ein Mal fiir die Starke der Entziindung (siehe 4.1.2) wurde auch bei den mit
C. jejuni infizierten Tieren gemessen. Die IL-10"/TLR4”~ Miuse wiesen im Vergleich zu den
IL-10" Mausen ein signifikant ldngeres Colon auf (Abb. 26). Die Infektion mit C. jejuni
bewirkte keine Verdnderung der Colonlédnge der infizierten Tiere im Vergleich zu den naiven.

Auch der pH-Wert des Colons als Zeichen einer verdnderten Darmflora zeigte keine

Unterschiede.
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Abb. 26: Linge des Colons (cm) naiver (weile Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-107, IL-10"/TLR2™ und IL- 10™
/TLR4” Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus von 7 voneinander unabhingig durchgefiihrten
Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere (n=29-37). Die Signifikanzniveaus der

naiven Tiere untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).
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4.2.4 Histopathologie des Colons infizierter Miuse
Um eine durch die Infektion mit C. jejuni ausgeloste Pathologie festzustellen, wurden HE-
gefdrbte Schnitte des Colons infizierter und naiver Tiere mit dem OVA-Colitis-Score (siche

3.4.3) bewertet (Abb. 27).
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Abb. 27: Histopathologischer Score naiver (weille Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-10", IL-107/TLR2" und IL-
107/TLR4” Miuse. Angegeben sind die Mittelwerte von 3 voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl
der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere (n=14-26). Die Signifikanzniveaus der naiven Tiere untereinander sind

nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).

Im Vergleich der naiven IL-10"", IL-10"/TLR2” und IL-10”"/TLR4” Miuse zu den jeweiligen
infizierten Genotypen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Somit fiihrte die Infektion
mit C. jejuni zu keiner mittels OVA-Colitis-Score feststellbaren Histopathologie im Colon der
Tiere. Infizierten IL-10"/TLR2” Miuse wiesen einen im Vergleich zu den infizierten IL-107"

/TLR4™ Miusen erhdhten histopathologischen Score auf.

4.2.,5 Immunhistochemische Analyse des Colons naiver und infizierter Méuse

Analog zu den naiven Tieren wurde das Colon der mit C. jejuni infizierten Tiere
immunhistochemisch untersucht. Es wurden die Marker CD3 (T-Zellen), B220 (B-Zellen),
Foxp3 (T-regulatorische Zellen), Ki67 (proliferierende Zellen) und Caspase3 (apoptotische
Zellen) verwendet. Es konnten keine MPO7" Zellen (myeloide Zellen) im Colon der infizierten
Tiere untersucht werden, da die Farbung trotz dreimaligen Anfertigens nicht gelang.

Apoptotische Zellen wurden mittels Caspase3 detektiert. Hinsichtlich dieser Zellpopulation
konnte im Colon naiver und infizierter IL-107" Miuse kein Unterschied festgestellt werden. Im
Colon infizierter IL-10"/TLR2” Tiere befanden sich mehr Zellen in Apoptose als im Colon der
naiven IL-10"/TLR2” Tiere. Auch im Colon der IL-10"/TLR4”" Miuse konnte kein
signifikanter Anstieg von Caspase3’ Zellen festgestellt werden. Die Unterschiede im Colon der

IL-107/TLR2”" Miuse kdnnen mit der hheren Konzentration C. jejunis im Darm dieser Tiere
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zusammenhédngen (Abb. 28 A). Proliferierende Zellen, die Ki67 exprimieren, wurden im Colon
der infizierten IL-10"" Miuse in etwa in gleicher Anzahl vorgefunden wie im Colon der naiven
IL-107"" Méuse. Ki67" Zellen zeigten sich jedoch vermehrt im Colon der infizierten TLR-
defizienten Gruppen im Vergleich zu deren naiven Genotypen. Die Infektion mit C. jejuni
bewirkte somit einen Anstieg proliferierender Zellen. Im Colon der infizierten IL-10"/TLR4™
Miuse kam es zu einer signifikanten Reduktion Ki67" proliferierender Zellen im Vergleich zu
den IL-10"" Miusen (Abb. 28 B). Aufgrund des TLR-Defekts wire dies auch bei den IL-10"

JTLR2” Miusen zu erwarten gewesen, deutet sich aber nur tendenziell an.
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Abb. 28: Caspase3" apoptotische (A) und Ki67" proliferierende (B) Zellen im Colon naiver (weiBe Kreise) und infizierter
(schwarze Kreise) IL-10", IL-10""/TLR2" und IL-10"/TLR4™ Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus von
2 voneinander unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

Die Signifikanzniveaus der naiven Tiere untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).

Infizierte IL-10"" Mause zeigten im Vergleich zu naiven IL-10" Miusen leicht erhohte CD3"
Zellzahlen im Colon, deren Unterschiede jedoch nicht signifikant sind. Innerhalb der infizierten
Gruppen lieB sich im Colon der IL-10"/TLR4”" Méuse eine deutlich geringere Anzahl CD3" T-
Zellen und B220" B-Zellen im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen (Abb. 29) erkennen.
Die Infektion mit C. jejuni fiihrte bei allen Gruppen zu einer erhdhten Anzahl B220" Zellen im

Vergleich zu dem jeweiligen naiven Genotyp.
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Abb. 29: CD3"* (A) und B220" (B) Zellen im Colon naiver (weiBe Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-10"", IL-10""
/TLR2” und IL-107/TLR4” Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus von 2 voneinander unabhingig
durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere. Die Signifikanzniveaus der

naiven Tiere untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).

Regulatorische T-Zellen, die Foxp3 exprimieren, verhindern die Aktivierung naiver T-Zellen hin
zu T-Effektorzellen. Im Colon der infizierten IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miuse kam es
zu einer signifikanten Erhohung Foxp3® regulatorischer T-Zellen im Vergleich zu ihren

jeweiligen naiven Genotypen (Abb. 30).
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Abb. 30: Foxp3" Zellen im Colon naiver (weiBe Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-107", IL-10"/TLR2”" und IL-107
/TLR4™ Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus von 2 voneinander unabhingig durchgefiihrten
Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere. Die Signifikanzniveaus der naiven Tiere

untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).

4.2.6 Zytokinanalyse
Die pro-inflammatorisch wirkenden Zytokine IFNy, IL-12p70, IL-6, TNFa, NO und MCP-1
wurden in Organkulturiiberstinden von Colonproben per CBA bestimmt. AuBlerdem wurden die

IL-22-Konzentrationen im Colon der Tiere analysiert. Die Thl-Antwort wird hauptsdchlich
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durch die Zytokine IFNy und IL-12 charakterisiert. Weder die IFNy- noch die IL-12p70-
Konzentration im Colon der Miuse verdnderte sich durch die Infektion mit C. jejuni. Innerhalb
der infizierten Gruppen zeigte sich eine héhere IFNy-Konzentration bei den IL-107" Méusen
gegentiber den beiden anderen Genotypen (Abb. 31 A). Hinsichtlich der IL-12p70-Konzentration
trat eine Erhdhung bei den IL-10"" Méusen im Vergleich zu den IL-10"/TLR2"" Méusen auf
(Abb. 31 B). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Infektion mit C. jejuni bei den IL-107
Mausen zu einer stirkeren Th1-Antwort im Vergleich zu den TLR-defizienten Gruppen fiihrt.
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Abb. 31: IFNy- (A) und IL-12p70- (B) Konzentration im Colon naiver (weile Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-
107, IL-10"/TLR2" und IL-10"/TLR4” Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus von 2 voneinander
unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere. Die

Signifikanzniveaus der naiven Tiere untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).

Die IL-6-Messungen zeigten einen Anstieg der infizierten IL-10"" und IL-10"/TLR4” Mause im
Vergleich zu den naiven, wobei es in der IL-10"/TLR2™" Gruppe zu gegensitzlichen
Ergebnissen kam (Abb. 32 A). Die Infektion mit C. jejuni bewirkte bei den IL10” Mzusen keine
Verdanderung der TNFa-Konzentration im Vergleich zu den naiven Tieren gleichen Genotyps
(Abb. 32 B). Die infizierten IL-10"/TLR2”" Miuse zeigten eine Reduktion der TNFo-
Konzentration im Vergleich zu den naiven IL-10"/TLR2” Miusen. Die Messung der NO-

Konzentration ergab signifikant verminderte Werte bei den infizierten IL-10"" Mausen im

Vergleich zu den naiven IL-10"" Mausen (Abb. 32 C).
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Abb. 32: IL-6- (A), TNFa- (B) und NO- (C) Konzentrationen im Colon naiver (weile Kreise) und infizierter (schwarze
Kreise) IL-107, IL-107"/TLR2” und IL-10"/TLR4" Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus von 2
voneinander unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

Die Signifikanzniveaus der naiven Tiere untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).

Im Colon der infizierten IL-10", IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4”" Miuse konnte im
Vergleich zu den jeweiligen naiven Genotypen keine erhdhte Konzentration des Chemokins
MCP-1 nachgewiesen werden. Auch die Analyse der IL-22-Konzentration ergab keine
Unterschiede im Vergleich naiver und infizierter Maiuse und der infizierten Gruppen

untereinander (nicht dargestellt).

4.2.7 mRNA-Bestimmung im Colon infizierter Miuse

Die Infektion mit C. jejuni fiihrte im Colon aller Genotypen zu einer signifikanten Reduktion
von MUC2 und IL-18 im Vergleich zu den naiven Gruppen (Abb. 33 A und B). Zudem wiesen
infizierte IL-10"/TLR4" Miuse im Vergleich zu IL-10" Miusen erhohte IL-18-

Konzentrationen auf.
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Abb. 33: MUC2- (A) und IL-18- (B) mRNA-Expression im Colon naiver (weifle Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-

107, IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4" Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus. Die Anzahl der Symbole

entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

Die 1L-23, IL-6, IFNy und TNFa-Werte der infizierten IL-10" Tiere lagen signifikant unter

denen der naiven IL-10"" Tiere (Abb. 34 und Abb. 35). Innerhalb der infizierten Gruppen wurde

ein Anstieg der TNFa-Konzentration bei den IL-10"/TLR4” Miusen gegeniiber den IL-10"

Maiusen nachgewiesen. Die IL-22-mRNA-Analyse ergab wie die IL-22-Bestimmung auf

Proteinniveau keine signifikanten Unterschiede (nicht dargestellt).
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Abb. 34: IFNy- (A) und TNFa- (B) mRNA-Expression im Colon naiver (weile Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-

107, IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4" Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus. Die Anzahl der Symbole

entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.
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Abb. 35: IL-6- (A) und IL-23- (B) mRNA-Expression im Colon naiver (weile Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-
107, IL-10"/TLR2" und IL-10"/TLR4" Miuse. Angegeben sind Mittelwerte und Signifikanzniveaus. Die Anzahl der Symbole

entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

4.2.8 Immunzellpopulationen in den MLN infizierter und naiver Tiere

Die durchflusszytometrische Analyse der MLN ergab hinsichtlich der CD4" Zellen und des

CD4"/CD8"-Quotienten keine Unterschiede bei der Gegeniiberstellung naiver und infizierter IL-

107" sowie IL-10"/TLR2"" Miuse (Abb. 36 A und B). Infizierte IL-10"/TLR4” Mause zeigten

im Vergleich zu den naiven Tieren gleichen Genotyps einen Anstieg CD4" Zellen sowie eine

Erhéhung des CD4'/CD8'-Quotienten. Innerhalb der infizierten Gruppen zeigte sich ein

signifikant reduzierter Anteil CD4" Zellen in der IL-107/TLR2™" Gruppe im Vergleich zu den
beiden anderen Genotypen (Abb. 36 A).
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Abb. 36: Anteil CD4" Zellen (A) und CD4"/ CD8"-Quotient (B) in den MLN naiver (weiBe Kreise) und infizierter (schwarze
Kreise) IL-107, IL-107/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 2

voneinander unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

Die Signifikanzniveaus der naiven Tiere untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).
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Die Analyse der CD4"/CD69" Zellen ergab keine signifikanten Unterschiede (nicht dargestellt).
Bei den mit C. jejuni-infizierten Tieren konnte keine Anderung des Anteils zytotoxischer T-
Zellen im Vergleich zu den naiven Méusen festgestellt werden. Infizierte IL-10"/TLR4” Mause
wiesen -wie schon die naiven IL-10"/TLR4” Miuse- einen hoheren Anteil CD8" Zellen auf als
infizierte IL-10"/TLR2”" Méuse (Abb. 37 A). Infizierte IL-10"" sowie IL-107/TLR2” Méuse
zeigten in etwa gleiche Anteile dendritischer Zellen wie naive IL-10"" und IL-10"/TLR2™”
Miuse. Der Anteil der CD11c" Zellen der infizierten IL-107/TLR4” Miuse liegt deutlich iiber
dem der anderen infizierten Gruppen und den naiven IL-10"/TLR4" Tieren (Abb. 37 B).
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Abb. 37: Anteil CD8" (A) und CD11c¢* (B) Zellen in den MLN naiver (weiBe Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-107",
IL-107/TLR2™ und IL-10"/TLR4" Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 2 voneinander unabhingig
durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere. Die Signifikanzniveaus der

naiven Tiere untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).

Auch bei der Analyse der CD11b"/Grl™ und B220" Zellen in den MLN der infizierten IL-10""
und IL-10"/TLR2” Miuse zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den
naiven Tieren gleichen Genotyps. Infizierte IL-10"/TLR4” Maiuse wiesen sowohl bei den
CD11b"/Gr1" Zellen als auch bei den B220" Zellen eine signifikante Verminderung im
Vergleich zu den naiven IL-107/TLR4” Miusen und allen infizierten Gruppen auf (Abb. 38 A
und B). Abweichend zu den Ergebnissen der naiven Tiere waren bei den NK1.1" Zellen keine

Unterschiede feststellbar (nicht dargestellt).
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Abb. 38: Anteil CD11b"/Gr1" (A) und B220" (B) Zellen in den MLN naiver (weiBe Kreise) und infizierter (schwarze Kreise)
IL-107, IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 2 voneinander

unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

4.2.9 Immunzellpopulationen in der Milz naiver und infizierter Tiere

Infizierte IL-107" Méuse zeigen im Vergleich zu den naiven IL-10” Mausen keine signifikanten
Unterschiede des Anteils CD4", CD4"/CD69", CDS" und CD11c" Zellpopulationen in der Milz.
Der Anteil der CD4, CD4/CD69" und CD8" Zellen lag bei den infizierten IL-10"/TLR4™
Miusen signifikant iiber dem der infizierten IL-10"" und IL- 10”/TLR2”" Miuse sowie iiber dem
der naiven IL-10"/TLR4” Miuse. Infizierte IL-10"/TLR2” Tiere wiesen zudem einen
verminderten Anteil CD4" Zellen gegeniiber den naiven IL-10"/TLR2” Tieren auf (Abb. 39 A-
C). Die Analyse CD11c" Zellen ergab eine Erhohung dieser Zellpopulation in der Gruppe der
infizierten IL-10"/TLR4 ™ Tiere gegeniiber den beiden anderen infizierten Gruppen, sowie einen
erhdhten Anteil bei den infizierten IL-10"/TLR2”" Tieren im Vergleich zu infizierten IL-10"
(Abb. 39 D).
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Abb. 39: Anteil CD4" (A), CD8* (B), CD4/CD69" (C) und CD11c" (D) Zellen in der Milz naiver (weiBe Kreise) und
infizierter (schwarze Kreise) IL-107, IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miuse. Angegeben sind Mittelwert und
Signifikanzniveaus von 2 voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl
der analysierten Tiere. Die Signifikanzniveaus der naiven Tiere untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu

finden 4.1 zu finden).

In der Milz infizierter IL-10" Miuse konnte eine signifikante Reduktion des Anteils
CD11b"/Gr1" Zellen im Vergleich zu den naiven IL-10"" Méusen nachgewiesen werden. Auch
infizierte IL-10"/TLR4™ Miuse wiesen geringere Anteile von Granulozyten in der Milz auf im
Vergleich zu naiven IL-10"/TLR4” Miusen. Zudem zeigte sich bei den infizierten IL-107"
/TLR4” Miusen der von allen untersuchten Gruppen geringste Anteil CD11b"/Grl”™ Zellen
(Abb. 40 A). Der Anteil NK1.1" Zellen lag bei allen infizierten Gruppen unter dem der naiven
(Abb. 40 B). Bei der Analyse der B220" Zellen und des CD4"/CD8"-Quotienten ergaben sich

keine signifikanten Unterschiede (nicht dargestellt).
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Abb. 40: Anteil CD11b*/Gr1* (A) und NK1.1" (B) Zellen in der Milz naiver (weiBe Kreise) und infizierter (schwarze Kreise)

IL-107", IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 2 voneinander

unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere. Die

Signifikanzniveaus der naiven Tiere untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).

4.2.10 Durchflusszytometrische Analyse der Leber

Die Leber erfiillt neben zahlreichen Funktionen im Stoffwechsel auch immunologische

Aufgaben. Infizierte IL-10” Mause zeigten in der Leber einen signifikant hoheren Anteil CD4"

Zellen im Vergleich zu infizierten IL-107/TLR2" und naiven IL-10"" Miusen (Abb. 41 A). Eine

Erhohung des Anteils CD8" Zellen konnte ebenfalls bei den infizierten gegeniiber den naiven IL-

107" Tieren festgestellt werden (Abb. 41 B).
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Abb. 41: Anteil CD4" (A) und CD8" (B) Zellen in der Leber naiver (weile Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-107",
IL-107/TLR2™ und IL-10"/TLR4” Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 3 voneinander unabhingig

durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.
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Alle infizierten Gruppen zeigten erhdhte Werte CD11b"/Gr1” Zellen im Vergleich zu den naiven
Genotypen. Innerhalb der infizierten Gruppen konnten zudem bei den IL-10"/TLR2” Tieren
erhohte Anteile der CD11b"/Gr1" Zellpopulation im Vergleich zu den beiden anderen Genotypen
nachgewiesen werden (Abb. 42 A). Bei allen infizierten Tieren konnte eine Reduktion des Anteil

NK1.1" Zellen im Vergleich zu den naiven Mausen gezeigt werden (Abb. 42 B).
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Abb. 42: Anteil CD11b*/Gr1* (A) und NK1.1* (B) Zellen in der Leber naiver (weiBe Kreise) und infizierter (schwarze Kreise)
IL-107, IL-10"" /TLR2” und IL-10"/TLR4” Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 3 voneinander

unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

Die Analyse der CD4'/CD69", CD4"/CD8 -Ratio, CD11c" und TCRyd" Zellen ergab keine

signifikanten Unterschiede (nicht dargestellt).

4.2.11 Durchflusszytometrische Analyse der IEL

Durch die Analyse der intraepithelialen Lymphozyten (IEL) wurde eine signifikante Reduktion
der NK1.1" und TCRyd" Zellen in der Gruppe der infizierten IL-107/TLR2"" Méuse im
Vergleich zu den infizierten IL-10"/TLR4” Miusen nachgewiesen (Abb. 43 A und B). Die
Analyse des CD4"/CD8 -Quotienten zeigte eine Erhohung bei den IL-107/TLR2” Miusen im
Vergleich zu den IL-107 JTLR4" Miusen (Abb. 43 C). Die durchflusszytometrische
Untersuchung der CD4", CD4'/CD69", CD8", CDI1lc" und CD11b"/Grl” Zellpopulationen
ergab keine Unterschiede zwischen infizierten IL-107", IL-10"/TLR2” und IL-107/TLR4™
Mausen (nicht dargestellt). Ein Vergleich zu naiven Tieren konnte aufgrund einer zu geringen

Tierzahl nicht vorgenommen werden.
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Abb. 43: Anteil NK1.1* (A) und TCRy8" (B) Zellen und CD4/CD8" -Quotient (C) der Intraepithelialen Lymphozyten
infizierter IL-10" (schwarze Kreise), IL-10"/TLR2” (graue Kreise) und IL-10"/TLR4” (weiBe Kreise) Miuse. Angegeben sind
Mittelwert und Signifikanzniveaus von 3 voneinander unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole

entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

4.2.12 Durchflusszytometrische Analyse der LPL

Die Lymphozyten der Lamina propria bekdmpfen Erreger, die die Epithelbarriere liberwunden
haben. Die Infektion mit C. jejuni verursachte bei den IL-107" Mausen im Vergleich zu den

naiven IL-10"" Miusen einen Anstieg CDS8', CDIlc” und CDI11bGrl™ Zellen in den

Lymphozyten der Lamina propria (Abb. 44 A-C).
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Abb. 44: Anteil CD8" (A), CD11c¢" (B) und CD11b*/Gr1" (C) Zellen der Lymphozyten der Lamina propria naiver (weile
Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-107" Miuse. Angegeben sind Mittelwert und Signifikanzniveaus von 3 voneinander
unabhiingig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere.

Infizierte IL-107/TLR4™ Tiere wiesen mehr CD11c¢" Zellen auf als infizierte IL-107" Tiere (Abb.
45 A). Ebenso lag die Zahl CD11b"/Grl" Zellen bei den infizierten IL-10"/TLR2” und IL-107"
/TLR4™ Gruppen iiber der der infizierten IL-107" Gruppe (Abb. 45 B). Unterschiede bei den
CD4", CD4"/CD69", TCRyd" und NK1.1" Zellpopulationen und des CD4'/CDS8"-Quotienten
konnten nicht festgestellt werden (nicht dargestellt). Die Analyse der LPL naiver IL-10"/TLR2™
und IL-10"/TLR4" Muse konnte aufgrund fehlender Tierzahlen nicht durchgefiihrt werden.
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Abb. 45: Anteil CD11c* (A) und CD11b*/Gr1" (B) Zellen der Lymphozyten in der Lamina propria infizierter IL-107
(schwarze Kreise), IL-10"/TLR2™ (graue Kreise) und IL-10"/TLR4™ (weiBe Kreise) Mause. Angegeben sind Mittelwert und
Signifikanzniveaus von 3 voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten. Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl

der analysierten Tiere.
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4.2.13 Verinderung der E. coli -Konzentration durch die Infektion

Um zu iiberpriifen, ob die Infektion mit C. jejuni die Konzentration von E. coli im Colon der
Maiuse verdndert, wurden die E. coli-Konzentrationen aus dem Coloninhalt an Tag 5 p.1
bestimmt und mit den Daten der naiven Tiere verglichen. Der Median der E. coli-Konzentration
im Colon infizierter IL-10"" Méuse zeigte keinen signifikanten Unterschied zu naiven IL-10"
Miusen. Es konnte jedoch bei mehr naiven als infizierten IL-10"" Miusen E. coli im Colon
nachgewiesen werden Bei den infizierten IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4"~ Miusen konnte im
Vergleich zu den jeweiligen naiven Genotypen eine signifikante Verminderung der E. coli-
Konzentration belegt werden (Abb. 46). Zudem =zeigte sich innerhalb der infizierten
Mauspopulationen eine signifikant hohere E. coli-Konzentration bei den IL-10"/TLR2”" Méusen

im Vergleich zu den IL-10" und IL-10"/TLR4”~ Méusen.
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Abb. 46: Quantifizierung von E. coli an Tag S aus dem Coloninhalt naiver (weile Kreise) und infizierter (schwarze Kreise) IL-
107, IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4" Miuse. Angegeben sind der Median und Signifikanzniveaus von 6 voneinander
unabhéngig durchgefiihrten Experimenten (n=20-28). Die Anzahl der Symbole entspricht der Anzahl der analysierten Tiere. Die

Signifikanzniveaus der naiven Tiere untereinander sind nicht angegeben (diese sind in Abschnitt zu finden 4.1 zu finden).

4.2.14 Bakterielle Translokation in MLN, Leber, Milz, Niere und Blut mit C. jejuni
infizierter Miuse

Insgesamt kam es bei den infizierten Tieren hdufiger zur Translokation von Bakterien als bei den

naiven. Dabei traten innerhalb der infizierten IL-10"" Gruppe in 72,2% (13/18 Tiere) der Fille

Laktobazillen, Enterokokken und E. coli in die MLN der Tiere iiber. Bei den IL-10"/TLR27"

Maiusen  gelangten in  68,4%  (13/19) Laktobazillen, Enterokokken, E. coli,

Bacteroides/Prevotella und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen in die MLN. Die

Translokationsrate in die MLN der IL-10"/TLR4” Miuse lag mit 47,1% (8/17) unter der der

73



anderen beiden Genotypen. Bei den beteiligten Spezies handelte es sich um Laktobazillen,
Enterokokken und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen.

Zur Translokation in die Leber kam es bei 16,7% (3/18) der IL-10"" Tiere und dem Ubertritt von
Laktobazillen und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen. In der Gruppe der IL-107"
/TLR2” Tiere translozierten Laktobazillen, Enterokokken und Bakterien der Clostridium/
Eubacterium-Gruppen in 21,1% (4/19) der Félle in die Leber. In diesem Organ zeigten die [L-10
"/TLR4™ Tiere mit 47,1% (8/17) die hochste Translokationsrate. Es wurden Laktobazillen,
Enterokokken, Bacillus sp. und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen nachgewiesen.
In 16,7% (3/18) konnte eine Translokation in die Milz der IL-10"" Miuse belegt werden. Dabei
handelte es sich um Laktobazillen und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen. Mit
26,3% (Laktobazillen, Enterokokken, E.coli und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-
Gruppen.) zeigte sich bei den IL-10"/TLR2” Méiusen die hochste Translokationsrate in der
Milz. Die IL-10”/TLR4™ Miuse lagen mit einer Translokation von 9,1% (3/17) unter den beiden
vorgenannten. Es konnten Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen identifiziert werden.
In 3 von 18 Fillen (16,7%) translozierten Laktobazillen in die Nieren der IL-10"" Gruppe. Bei
doppelt so vielen Tieren (6/19; 31,6%) der IL-10"/TLR2™" Gruppe konnten Laktobazillen,
Enterokokken, FE. coli und Bakterien der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen nachgewiesen
werden. In die Nieren der IL-10"/TLR4" Gruppe traten in 3 von 17 Fillen (17,6%) Bakterien
der Clostridium/ Eubacterium-Gruppen iiber.

Es konnte keine Translokation in das Blut der Tiere festgestellt werden.
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Tabelle 17: Unterschiede zwischen infizierten IL-107", IL-10"/TLR2" und IL-10"/TLR4” Miusen. * p<0.05, ** p<0.01
und *** p< 0.005 IL107 vs. IL10-TLR2”; * p<0.05, * p<0.01 und ** p<0.005 IL10™ vs. IL10-TLR4™; * p<0.05, ® p<0.01 und
2 p<0.005 IL10-TLR2™ vs. IL10-TLR4™; © p<0.05, °° p<0.01 und °°° p<0.005 naiv vs. infiziert gleichen Genotyps; - keine
Verdnderungen vs. naiven Genotyp. Angegeben sind Mittelwert bzw. Median (kursiv) + Standardabweichung. THC -

Immunhistochemie.

Unterschied
IL-10" IL-10"/TLR2™" IL-10"/TLR4™ zum jew.
(+ C. jejuni) (+ C. jejuni) (+ C. jejuni) naiven
Genotyp
C. jejuni-Konzen.
- Faeces, d3 p.i. 5x10°+£6x 107** §x10°+5x107**= [ x10°+2x10°®
- Faeces, d4 p.i. Ix10°+8x10° 3x10°+2x 10 Sx10°+4x10°
- Colon, d5 p.i. 6x10°£7x 107%* Sx10"+4x107**=  4x10°+1x10"®
Colon
-pH 6,6 + 0,3 6,6 + 0,3 6,6 + 0,3
- lange (cm) 9.2+ 1% 9,.4+0,9 9.8 +0,6%
Scores
- Klinisch (d0) 2,4+1,9* 2,7+ 1,9% 0,8 + 0,6+
-Klinisch (d3 p.i.)  3,3+1,8 232+1,9 1,8+ 1,9
-Klinisch (d5 p.i.) 3,6 +2,1 3422 2,7+2,1
- Histopatholog. 2,4+0,7 2,8+ 0,6 2,240,7°
IHC (Zellen/
Gesichtsfeld)
- Caspase3” 14,7+ 8,2 18,2 + 6,4° 15,7+ 12,4 -/°/-
-Ki67" 347,1 + 71,2 2982 + 74,9°° 2454+ 69,1%° -/ )°
-CD3" 176,2 + 42,6* 194,5 + 29,4%2 142,7 + 17+ -/-/-
-B220" 34,6 + 14,7% 34+11,4%° 20,1 £ 11%2° °fo/o
- Foxp3* 514158 51,8+ 11,9° 70,9 + 43° -/°/°
Zytokinkonzentra-
tion (pg/ mg Colon)
- IFNy 0,8 +0,6% * 0,3 +0,2% 02+0,1%
- 1L-12p70 0,03 + 0,03* 0,002 + 0,005* 0,01 0,02
- MCP-1 2242 1,4+0,9 1,742
-NO 9+6,1°° 11,5+ 15,5 132+ 11,3 %0/ /-
- TNFa 02+0,2 0,1+0,1° 0,3+0,3 -/°/-
_IL-6 3+2,7° 1,3+1° 3,5+3,6° AN
-IL-22 23+2 1,4+1,2 0,8+0,7
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mRNA-Expression

(Normal. Ratio)

- IFNy 0,01 £0,01° 0,01 0,01 0,01 0,01 °/-/-
- TNFa. 0,3 +0,1%°0° 0,6 +0,5 0,9 + 0,6 000 /_ /-
SIL-6 0,07 + 0,05°°° 0,05+ 0,01 0,1+0,2 %00 /_ /-
-IL-22 2,1+27 0,8+0,6 1,5+1,6
SIL-23 2,8+1,7° 3,1+£0,9 4+23 °/-/-
SIL-18 1,6 + 0,8+ °0° 24+1,1° 3+1.3% 000 j 0 /0
- MUC2 3,1+£2,3° 7,1 +3,4° 6,1 + 3,4°°° © /o /000
FACS-Analyse
MLN (%/ + Zellen)
-CDh4 30,5 + 6,2% 23 +73%® 32,2+ 7,9%° -/-/°
- CD4/CD69 6,1+ 1,4 6,4+ 1,6 6,5+ 1,6
-CD8 25+3,6 21,6 + 6,7 27 £4,9°
- CD4/CD8-Quot.  1,3+0,3 12+0,6 1,2 +0,3%° -/-/°°
-CDllc 0,8 + 0,6 0,9 + 0,6™ 2,4 + |HHama ooo -/ -]°°°
- CD11bGrl 2,6 + 1,8 2,5 £2.4° 0,8 + (,4++a 000 -/ -]0°°°
- B220 20 + 4,3 22,2+9,5 16,1 + 3,52 °°° -/ -]°°°
-NK1.1 0,3+0,3 1+1 0,5+0,5
FACS-Analyse Milz
(%/ + Zellen)
-CDh4 9,7 +3,7 10,1 +2,4*° 19,6 +10,6%2° -/°/°
- CD4/CD69 2,1+ 1,44 2,2+ 1,42 54+ 1,6HHmao -/-]°
-CD8 6,1 + 1,7+ 6,4 + 2,7 12,7 + 4,5+ 00 -/-/°°
- CD4/CD8-Quot.  1,8+0,4 1,7+0.,5 1,5+0,5
-CDllc 1,3+0,3% 1,8 + 0,4% = 2,8 + (0,4 e
- CD11bGrl 258+ 11,2 23 +12,8 13,5+ 5,5H+a0 -/-]°
-B220 254+11,6 28,2+ 6,9 21,9+ 10,3
-NK1.1 3,4 +2,84 2,8+3,1° 205 + 0,4+ 000 -/ -]°°°
FACS-Analyse
Leber (%/ + Zellen)
-CDh4 8,8 +£2,2%° 5,6 +2,5% 7+4.,1 °/-/-
- CD4/CD69 0,8+ 0,6 0,9+1,2 0,7 + 0,4
-CD8 6,1 = 1,6° 5,6+3,2 58+3,2 °/-/-
- CD4/CD8-Quot.  1,4+0,3 13+1,2 1,3+0,6
-CDllc 2,9+1,5 2,3+0,9 3+1,7
- CD11bGrl 38,7 +9,1%%% © 60,5 + ] 2% a 000 444 +13,6%° © /000 0
- TCRyS 3,6+3,9 23+1,8 3,5+3,4
-NKI1.1 1,7 +0,9°°° 1,8 +0,9°° 1,8 +0,8%° 000 /00 /00
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FACS-Analyse IEL

(%/ + Zellen)
- CD4 2,7+2,8 2426 0.8+ 1
- CD4/CD69 14+13 13+1,5 0,7+ 0,7
-CD8 2,8+3,.2 1,5+ 1,8 0,9+ 0,7
-CD4/CD8-Quot.  1£0,5 1,1 +0,4° 0,7 +0,3"
-CDllc 0,6 + 0,4 1+0,9 1,5+ 1,8
- CD11bGrl 0,2 +0,1 0,3+0,3 0,3+0,3
- TCRyS 4,9+7,8 1+0,8@ 6,3 +4,7%
-NKI1.1 6,1 + 8,9 0,6 + 0,3 4.4 + 4,1
FACS-Analyse LPL
(%/ + Zellen)
- CD4 6,7 +5,6 53+4,8 42+3,9
- CD4/CD69 6,3+3,5 6,5+ 4,9 5,6 + 4,6
-CD8 4,5+ 1,7° 3,6+3,3 3,6+2,8 °/-/-
-CD4/CD8-Quot.  1,3£0,3 2,4+22 1,1+0,4
-CDllc 1,5+0,3%° 1,8+ 1,4 3,3 +2F °/-/-
- CD11bGrl 0,7 £ 0,4%%° 2,4+ 1,4% 1,5+0,3" °f-/-
- TCRyd 1+0,5 2,7+2.4 2,6+2,9
-NKI1.1 1,5+2,1 2,4+23 6,1 +23

E. coli (KBE/ g

Faeces) [+9x 10 %%x? 3x 100+ 1x 10%%**  2x10°+3x 107
Translokation/
Tier (%)

-MLN 13/18 (72,2 %) 13/19 (68,4 %) 8/17 (47,1 %)

- Leber 3/18 (16,7 %) 4/19 (21,1 %) 8/17 (47,1 %)

- Milz 0/18 (0 %) 1/19 (6,7 %) 3/17 (15 %)

- Niere 1/18 (5 %) 1/19 (6,7 %) 3/17 (15 %)

- Blut 0/18 (0 %) 0/19 (0 %) 0/17 (0 %)
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5 Diskussion

5.1 Die Bedeutung von TLR2 und TLR4 im murinen IL-10"-Modell

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn werden von
einer Zytokin-vermittelten Entziindung im Gastrointestinaltrakt hervorgerufen.” Die Pathogenese
ist nicht eindeutig gekldrt. Man geht jedoch davon aus, dass es zu einer liberschieBenden
Immunantwort gegen die Darmflora in genetisch pradisponierten Individuen kommt.! Die TLR
detektieren molekulare Bestandteile von Darmbakterien und koénnen je nach Zelltyp,
anatomischer Lokalisation und Rezeptor auf unterschiedliche Weise reagieren.®’

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von TLR2 und TLR4 in der Immunantwort und
Immunpathologie im murinen IL-10"-Colitis-Modell untersucht. Da das Wirkungsspektrum der
TLR sehr breit gefdachert ist, kann ein Verlust dieser Rezeptoren auf verschiedene Weise zur
Entstehung und Aufrechterhaltung chronischer Entziindungen beitragen.”®**>"" Mdgliche
Mechanismen sind dabei Storungen der Darmbarriere, die Induktion von Apoptose und
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, verminderte Geweberegeneration, reduzierte
Produktion von Defensinen, Intoleranz gegeniiber Nahrungs-Antigenen, bakterielle
Translokation und Dissemination und eine gestorte Kooperation mit dem adaptiven
Immunsystem.'*’ Einige dieser Aspekte konnten in dieser Arbeit analysiert werden.

Da es in IL-107" Tieren bei gleichzeitiger TLR4-Defizienz zu einem milderen Verlauf der Colitis
kommt, weisen die erhobenen Daten darauf hin, dass baktericlles LPS iiber TLR4 die
Darmentziindung aggraviert. Dieser Befund bestitigt aktuelle Untersuchungen von Messlik und
Mitarbeitern, die in Kooperation mit unserer Forschungsgruppe identische Beobachtungen
gemacht haben.” Die Beurteilung des klinischen Zustandes der Miuse im Alter von 4-5
Monaten zeigte, dass es den IL-107 /JTLR4”" Miusen signifikant besser ging als den anderen
beiden Genotypen. Zudem war das Colon der IL-10"/TLR4”" Mause signifikant linger als das
der IL-107/TLR2"" Miuse. Eine Entziindung bewirkt eine Verkiirzung der Darmlidnge und damit
eine Reduktion der Resorptionsfliche, wodurch sich wiederum die Energiegewinnung aus der
Nahrung verschlechtert. Der bessere klinische Zustand sowie das lingere Colon der IL-107
JTLR4” Tiere im Vergleich zu den IL-10"/TLR2”" Miusen weisen darauf hin, dass das LPS
Gram-negativer Darmbakterien iiber TLR4 die Entziindung in diesem Modell verstérkt.
Histologisch zeigte sich bei den IL-10", IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miusen eine im
Vergleich zu gesunden Wildtyp-Tieren signifikant stidrkere Pathologie. Ein hoherer
histopathologischer Score wurde bei IL-10"/TLR2” Miusen im Vergleich zu den beiden

anderen Genotypen festgestellt. Somit ist anzunehmen, dass die Aktivierung von TLR2 durch
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Liganden aus der Darmflora die Inflammation supprimiert. Cario und Mitarbeiter® konnten
zeigen, dass durch TLR2-Aktivierung die Epithelbarriere des Darmes aufrechterhalten wird und
es zur Produktion der anti-inflammatorisch wirkenden Zytokine IL-10 und TGFf3 kommt. Dies
sind zwei positive Wirkungen, die bei den IL-10" JTLR2" Miusen entfallen. In einer
umfassenden Studie in Maus-Modellen fiir chronische Colitis konnten weder protektive noch
pathogene Wirkungen fiir TLR2 nachgewiesen werden.'*® Hierbei wurde jedoch nicht das
Modell der IL10”" Maus untersucht. Als Teil unserer eigenen Vorarbeiten konnten Messlik® und
Mitarbeiter keine Unterschiede in der Histopathologie bei IL-107/TLR2” Mausen im IL-10""-
Colitis-Modell nachweisen. Diese Diskrepanz ist durch das unterschiedliche Alter und
Geschlecht der Tiere bedingt.'"’

Da die Pathologie der IL-10""-Colitis von T-Zellen vermittelt wird'"'®, wurden CD3" T-Zellen
im Colon immunhistochemisch gefirbt und quantitativ analysiert. Bei den IL-10"/TLR2™”
Miusen konnten signifikant mehr CD3" Zellen nachgewiesen werden als bei den
Vergleichsgruppen. Dies bestitigt die Ergebnisse aus der Erfassung des histopathologischen
Scores. Im Colon der IL-10"/TLR4” Miuse wurden im Vergleich zu den beiden anderen
Gruppen signifikant weniger B-Zellen nachgewiesen. B-Zellen sind nicht essentiell an der
Pathogenese der IL-10-Colitis beteiligt.”> Sie sind weniger als Effektorzellen, die einen
Gewebeschaden verursachen, sondern eher als Marker fiir die Aktivierung des Immunsystems
anzusehen. Somit ist das Immunsystem im Colon der IL-10"/TLR4” Miuse im Vergleich zu
den IL-10"" und IL-10"/TLR2"" Méiusen weniger stark aktiviert. Daraus ist zu schlieBen, dass
bakterielles LPS via TLR4 die Entziindung verstérkt.

IL-107, IL-10"/TLR2™ und IL-10"/TLR4” Miuse wiesen im Vergleich zu gesunden Wildtyp-
Tieren eine signifikant erhdhte Anzahl MPO7" Granulozyten im Colon auf. Dies beweist, dass
Granulozyten ebenfalls an der Immunreaktion im IL-10"-Modell beteiligt sind. Innerhalb der
IL-107 "-Colitis-Gruppen zeigte sich zudem ein erhéhter Anteil von Granulozyten bei den IL-107
/TLR2” Méusen im Vergleich zu den IL-10"" Miusen. Diese Zellpopulation fiihrt zu erhohtem
oxidativen Stress, der auch das Colonepithel schidigen kann.'*® Dieses Resultat bestitigt die
Ergebnisse des histopathologischen Scores.

Die Foxp3-Expression in T-Zellen wird hauptséchlich durch IL-10 aufrechterhalten.'* Im Colon
der IL-107, IL-107/TLR2" und IL-10"/TLR4" Tiere fanden sich keine Unterschiede
hinsichtlich Foxp3. Da die untersuchten Tiere kein IL-10 produzieren, konnen Effekte der TLR2
und TLR4 beziiglich der Foxp3-Expression in diesem Modell nicht untersucht werden. Die

Anzahl Foxp3" Zellen im Colon der entziindeten Tiere lag dennoch iiber der der Wildtyp-Tiere,
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weswegen andere Mechanismen der Foxp3-Induktion im Rahmen der Entziindung herangezogen
werden miissen, wie z.B. durch CD103" dendritische Zellen.'°

Die Colitis bewirkt einen verstirkten Untergang von Epithelzellen, der eine vermehrte
Zellproliferation nach sich zieht.*' Gesunde Wildtyp-Miuse wiesen im Vergleich zu allen
Colitis-Mausen sowohl mehr Caspase3” apoptotische als auch mehr Ki67" proliferierende Zellen
im Colon auf. Sowohl IL-10"/TLR2™" als auch IL-10"/TLR4”" Mause zeigten eine verminderte
Anzahl proliferierender Zellen im Colon. Da Ligandenbindung der TLR in den intestinalen
Epithelzellen zu vermehrter Proliferation fiihrt, fehlt dieser Stimulus bei den TLR-defizienten

® Im Colon der IL-10"/TLR4" Miuse wurden weniger apoptotische Zellen

Tieren.®
nachgewiesen als im Colon der IL10" Miuse. Dies bestitigt Untersuchungen bei IL-107, IL-
107/TLR2” und IL-107/TLR4” Miusen, wonach durch eine Western-Blot-Analyse bei IL-107"
JTLR4” Miusen keine Caspase3 in den Epithelzellen des Colons nachgewiesen werden
konnte.”

In der vorliegenden Arbeit wurden im Colon naiver IL-10"/TLR4” Miuse verminderte
Konzentrationen von IL-12p70 und IFNy nachgewiesen. Diese Zytokine vermitteln eine Thl-
basierte Immunantwort, die sowohl beim Morbus Crohn des Menschen als auch bei der murinen
IL-10""-Colitis an der Pathogenese beteiligt sind.”>** Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die Entziindung durch eine Aktivierung von TLR4 verstirkt wird. Bei den IL-10"/TLR2™”
Mausen bestand eine dhnliche Th1-Antwort wie bei den Kontrolltieren.

NO wird von NO-Synthasen in Epithel- und Immunzellen konstitutiv und induzierbar produziert.
Tierexperimentelle Studien zeigen, dass bei chronischen Formen der Colitis die induzierbare
NO-Synthase hochreguliert wird und eine Inhibition dieses Enzyms eine Reduktion der
Gewebeschidigung bewirkt."! Die statistisch signifikant erhéhte NO-Konzentration im Colon
der IL-10"" Miuse deutet auf eine hohere Produktion dieses zytotoxisch wirkenden Gases und
eine Beeintrichtigung der Integritit der Mukosa bei den IL-10"" Mausen im Vergleich zu den IL-
10"/TLR2" und IL-10"/TLR4” Miusen.

IL-6 wird von Antigenprisentierenden Zellen und CD4" T-Zellen sowie von Epithelzellen und
Myofibroblasten gebildet. Es induziert die Bildung von Akute Phase-Proteinen und besitzt
weitere pro-inflammatorische Effekte."”> Das Fehlen von IL-6 sowie die Blockade des IL-6-
Signalwegs fithrt im murinen Modell zu einer Abschwichung der Colitis.'**'>* Uber den IL-6-
trans-Signalweg bewirkt es bei Morbus Crohn-Patienten eine Resistenz der T-Zellen gegeniiber

Apoptose. 134

Auf diese Weise trigt es zur Aufrechterhaltung der chronischen Entziindung im
Darm bei. IL-10"/TLR2"" Miuse wiesen im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen eine

erhohte IL-6-Konzentration im Darm auf. Somit bestand bei diesen Miusen eine verstarkte
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entziindliche Aktivitit. In der akuten Entziindung fiihrt IL-6 auch zur Aktivierung epithelialer
Reparaturmechanismen.'> Im chronischen Kontext des IL10”" Modells muss IL-6 jedoch als
pro-inflammatorischer Faktor gesehen werden.

Auch TNFa wirkt pro-inflammatorisch und wurde in erhdhter Konzentration in entziindeten

Darmabschnitten von CED-Patienten nachgewiesen.'

Anti-TNFoa-Antikorper bewirken bei
einigen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten eine Reduktion der Entziindung."”® Die
erhohten TNFa-Konzentrationen im Colon der IL-107/TLR2"" Miuse unterstiitzen das Bild der
starkeren Entziindung bei dieser Mauspopulation im Vergleich zu den IL-10”7/TLR4" Méusen.
IL-6 und TNFa fiihren zur Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in das entziindete
Gebiet. Die erhdhte Konzentration dieser Zytokine im Colon der IL-107 "/TLR2”" Miuse steht in
Einklang mit der dort ebenfalls signifikant erhdhten Zahl MPO7" neutrophiler Granulozyten. Die
erhohte Zahl dieser Effektorzellen des angeborenen Immunsystems in der Colonmukosa der 1L-
10"/TLR2”" Miuse deuten auf gesteigerten oxidativen Stress'*® und eine dadurch geschwichte
Epithelbarriere. Zusitzlich war die Konzentration des Chemokins MCP-1 im Colon der IL-10"
JTLR2” Miuse erhoht. Auch in der inflammatorisch-aktiven Mukosa von CED-Patienten wurde
eine erhohte MCP-1-Expression nachgewiesen.'”’ Bei den IL-107/TLR2” Méusen bestand ein
gesteigertes Vermogen, Makrophagen in entziindete Gewebe zu rekrutieren. Dies fiihrt
wiederum zu einer erhohten Produktion pro-inflammatorisch wirkender Zytokine. Die erhdhten
IL-6-, TNFa- und MCP-1-Konzentrationen sowie T-Zellen und Granulozyten-Populationen im
Colon der IL-10"/TLR2”" Méuse stiitzen die Erkenntnis, dass die Detektion von TLR2-Liganden
aus der Darmflora zu einer Reduktion der Entziindung fiihrt.

Die IL-22-Konzentration im Colon war bei den IL-10"/TLR2” Miusen im Vergleich zu den IL-
107 und IL-10"/TLR4" Mausen erhoht. IL-22 wird vor allem von Th17-Zellen, aber auch von

dendritischen Zellen und natiirlichen Killerzellen'*"'>®

gebildet. Die IL-22-Konzentration ist in
entziindeter Colonmukosa von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa-Patienten im Vergleich zu
gesunder Colonmukosa erhoht.**'> Es fordert zum einen die Entzindung indem es
Darmepithelzellen und subepitheliale Myofibroblasten des Colons zur Produktion pro-
inflammatorisch wirkender Zytokine wie TNFo und IL-6 veranlasst.**'> Zum anderen schiitzt
es die Epithelbarriere indem es Migration und Proliferation der Darmepithelzellen anregt und
Defensine aus Panethzellen sowie Mucine aus Gobletzellen freisetzt.'**'®! Die erhohten IL-22-
Werte im Colon der IL-10"/TLR2”" Miuse deuten auf ein erhohtes entziindliches Geschehen bei
diesen Tieren. Uber die Stimulation der Produktion von IL-6 und TNFo. kann IL-22 die

Entzlindung verstirken. Eine reaktive Hochregulierung aufgrund der stirkeren Entziindung und
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ein Beitrag zur Regeneration des Epithels bei den IL-10"/TLR2” Miusen kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden.

Die Untersuchung der IFNy-, TNFa-, IL-6- und IL-22-mRNA-Expression zeigte nicht die
gleichen Ergebnisse wie die Konzentrationsbestimmung dieser Zytokine auf Proteinebene. Die
mRNA vieler pro-inflammatorischer Mediatoren ist kurzlebig. Sie wird stabilisiert und effektiv
translatiert, wenn die Zellen mit TLR-Liganden, wie LPS und CpG stimuliert werden.'®*
Dennoch ist die IFNy-, TNFa-, IL-6- und IL-22-mRNA-Expression der IL-107 ’, IL-107/TLR2™
und IL-107/TLR4” Miuse im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen erhoht. Dies zeigt, dass diese
pro-inflammatorischen Zytokine an der Vermittlung der Darmentziindung im IL-10"-Colitis-
Modell beteiligt sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Unterschied der MUC2-mRNA-Expression zwischen
Wildtyp und IL-10"" Mausen nachgewiesen werden. Dies steht in Einklang mit einer Arbeit von
Schwerbrock®, bei der SPF IL-107" Miuse im 129-Sv/Ev-Hintergrund verglichen mit SPF
Wildtyp-Tieren im BALB/c-Hintergrund gleiche MUC2-Syntheseniveaus zeigten. Da MUC2
von Becherzellen im Colon produziert wird und in die Bewertung der Histopathologie auch ein
Verlust von Becherzellen miteinbezogen wurde, erwarteten wir aufgrund des hoheren
histopathologischen Scores der IL-10"/TLR2”" Miuse eine verminderte MUC2-mRNA-
Synthese im Colon dieser Tiere, die jedoch nicht gezeigt werden konnte.

Pizarro'® konnte erhdhte IL-18-Konzentrationen im Colon von Morbus Crohn-Patienten in
aktivem Krankheitsstadium nachweisen. IL-18 wurde zunédchst als ausschlieBlich pro-

. . . . . 140.164
inflammatorisch wirkendes Zytokin beschrieben.'*%'®

Neuere Studien beweisen jedoch, dass IL-
18 ebenso eine wichtige protektive Rolle fiir intestinale Epithelzellen erfiillt. Es ist am Erhalt der
Epithelintegritit beteiligt und aktiviert die Proliferation der Epithelzellen.'*""'®> IL-10"", IL-107
/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miuse wiesen im Vergleich zu nicht entziindeten Wildtyp-Tieren
geringere IL-18-mRNA-Konzentrationen im Colon auf. Dieses Ergebnis macht eine pro-
inflammatorische Rolle fiir IL-18 im murinen IL-10-Colitis-Modell unwahrscheinlich. Ein
Beitrag zum Erhalt der Epithelintegritit durch IL-18 ist hingegen denkbar.

IL-23 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, das im Colon von antigenpridsentierenden Zellen
(APC) sezerniert wird. Es hemmt zum einen regulatorische T-Zellen, sodass deren Sekretion der
anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGFp unterdriickt wird. Zum anderen stimuliert es
Th17-Zellen, die daraufhin pro-inflammatorische Zytokine freisetzen."”” Im Colon der IL-10""
und IL-10"/TLR4” Miuse wurden hohere IL-23-Konzentrationen im Vergleich zu den

Wildtypen nachgewiesen, was auf eine Beteiligung dieses Zytokins an der Immunpathologie bei
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diesen Tieren deutet. IL-107"/TLR2”" Miuse zeigten das gleiche IL-23-Expressionsniveau wie
die Wildtyp-Tiere. Somit ist IL-23 im hier verwendeten Modell an der Immunreaktion beteiligt.
Die IL-23-Produktion ist dabei abhédngig von der TLR2-Expression.

Die MLN stellen die erste Lymphknotenstation au8erhalb des Darmes dar. Ein wesentlicher Teil
der Immunreaktion spielt sich in diesem Kompartiment ab. Aktivierte APC wandern in die MLN
und interagieren dort mit B- und T-Zellen. Bei Morbus Crohn Patienten konnte im Vergleich zu
gesunden Kontrollen ein hdherer Anteil von Thl- und Th17-Zellen in den MLN nachgewiesen
werden.'** Hinsichtlich der Th-Zellpopulation, die iiber die Expression von CD4 und CD4/CD69
in diesem Modell untersucht wurde, konnten zwischen den IL-10", IL-10"/TLR2” und IL-10""
/TLR4™ Miusen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Der verminderte Anteil der natiirlichen Killerzellen (NK1.17) in den MLN der IL-10"/TLR4”
Maiuse unterstiitzt das im Colon vorgefundene Bild der milderen Colitis bei diesen Tieren.
NK1.1 wird in Mausen von NK Zellen und von NK T-Zellen exprimiert und wirkt bei mutierten
und infizierten Zellen zytotoxisch.'°*'®” DC produzieren TLR-abhingig IL-12 und bewirken das
Einwandern von NK Zellen in die Lymphknoten. Thre Aktivierung fiithrt iiber eine IFNy-

Produktion zur Initiierung einer Th1-Antwort.'®®

Die niedrige IL-12-Konzentration im Colon der
IL-10"/TLR4” Miuse steht im Einklang mit dem verminderten Anteil natiirlicher Killerzellen in
den MLN dieser Tiere und weist wiederum auf eine Aggravation der Colitis durch TLR4-
Aktivierung.

Im Gegensatz dazu zeigte sich in den MLN der IL-107/TLR4” Miuse im Vergleich zu den
beiden anderen Genotypen ein groBerer Anteil CD8" T-Zellen. Dieser Unterschied wirkte sich
auf den CD4"/CD8"-Quotienten aus, der bei den IL-10"/TLR4”" Miusen signifikant erniedrigt
war. CD8 wird klassischerweise von zytotoxischen T-Zellen exprimiert. Es konnten jedoch auch
CDS8" Zellen, die eine regulatorische Funktion besitzen, nachgewiesen werden.'® Diese kommen
in der Lamina propria von CED-Patienten vermindert vor.'”’ Uber die Existenz dieser
Zellpopulation in murinen MLN ist bisher nichts bekannt. Das Vorkommen regulatorischer
CDS8" Zellen in den MLN IL-10-defizienter Miuse sollte das Ziel zukiinftiger Untersuchungen
sein. Ob es sich bei der analysierten Population CD8" T-Zellen in den MLN der IL-10"/TLR4™
Maiause um zytotoxische T-Lymphozyten handelt, ist unter Einbezug der klinischen,
histologischen und Zytokinanalysen nicht eindeutig zu belegen.

In der Milz der IL-10"/TLR4” Miuse wurde ein im Vergleich zu den beiden anderen
Genotypen signifikant geringerer Anteil natiirlicher Killerzellen gemessen. Nach hidmatogen

erfolgtem Antigenstimulus kommt es zur Aktivierung von Immunzellen in der Milz. Somit ist
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die systemische Immunantwort bei den IL-10"/TLR4” Mausen im Vergleich zu den beiden
anderen Genotypen weniger stark aktiviert.

Gegensitzlich dazu zeigten IL-10"/TLR4”" Miuse in der Milz einen im Vergleich zu den beiden
anderen Genotypen erhdhten Anteil dendritischer und Th-Zellen. Th-Zellen werden durch IL-12
stimuliert, das von dendritischen Zellen produziert wird.'”" Diese Ergebnisse deuten auf eine
erhdhte systemische Immunantwort bei den IL-10"/TLR4” Mzusen hin, die in Widerspruch zu
der geringen lokalen Entziindungsreaktion steht. Dieser Befund kann durch die Ergebnisse der
bakteriellen Translokation erklirt werden. IL-10"/TLR4”" Méuse wiesen im Vergleich zu IL-
107 und IL-10"/TLR2” M3usen die niedrigste Translokationsrate lebender Bakterien in die
MLN auf. In Leber, Milz und Nieren konnten bei den IL-10"/TLR4”" Mausen jedoch hdufiger
Bakterien nachgewiesen werden, was eine systemische Reaktion provozieren kann.

Die Zellmarker CD11b und Grl kommen auf neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
vor.'” Obwohl es bei IL-10"" Miusen im Vergleich zu den beiden anderen Genotypen zu einer
hoheren bakteriellen Translokation in die MLN kam, zeigten sich keine Unterschiede des Anteils
neutrophiler Granulozyten in diesem Kompartiment. In der Milz der IL-107" Miuse konnten
keine lebenden Bakterien nachgewiesen werden. Dennoch fand sich bei diesen Tieren im
Vergleich zu den IL-10"/TLR2" und IL-10"/TLR4"" Méusen ein héherer Anteil neutrophiler
Granulozyten in der Milz. Somit bewirkt das Fehlen von TLR2 bzw. TLR4 einen erniedrigten
Anteil von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in der Milz.

Die Darmflora verdndert sich im Rahmen einer Colitis. Da Epithelzellen zugrunde gehen,
konnen Néhrstoffe nicht resorbiert werden und stehen den Bakterien im Lumen zur Verfligung.
Diese vermehren sich aufgrund des erhohten Nihrstoffangebotes und es kommt zu einer
verdnderten Zusammensetzung der Darmflora. E. coli ist ein Bakterium, das davon besonders
profitiert und sich rasant vermehrt.*’~® Hohe E. coli-Konzentrationen im Darm der Miuse deuten
auf eine verstirkte Entziindungsreaktion hin. Zusétzlich ist E. coli in der Lage die Entziindung zu
stimulieren.'” Bei allen IL-10"/TLR2” Méiusen konnten mindestens 10* KBE E. coli pro
Gramm Faeces nachgewiesen werden, was fiir eine starke Entziindung bei diesen Tieren spricht.
Darmbakterien kénnen das Epithel durchdringen, wenn die Darmbarriere gestort ist und eine
Immunreaktion in Gang setzen bzw. verstirken. Eine hohere Translokationsrate in die MLN der
IL-107" Miuse spricht fiir eine stirkere Stérung der Darmbarriere bei diesen Tieren. Die MUC2-
Expression im Darm der IL-107" Miuse unterschied sich jedoch nicht von der der IL-10"7/
TLR2” und IL-10"/TLR4” Miuse, sodass andere Mechanismen zur Aufrechterhaltung der

Darmbarriere verringert sein miissen, wie z.B. die Defensin- oder IgA-Produktion.
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im chronischen Colitis-Modell der IL-10""-Maus
bakterielles LPS via TLR4 zu einer verstirkten Entziindung fiihrt wihrend TLR2-Liganden eine
mildernde Wirkung besitzen. Durch die genetisch bedingte TLR2- bzw. TLR4-Defizienz fehlen
diese Rezeptoren in allen Zellen. Je nach Zelltyp, in dem sie exprimiert werden, erfiillen TLR
protektive Funktionen wie die Stimulation der Epithelproliferation und damit der Regeneration
oder sie wirken pro-inflammatorisch.®”'* Durch selektives Ausschalten der betreffenden Gene
z.B. ausschlieBlich in hdmatopoetischen Zellen oder ausschlieBlich in Epithelzellen ist es
moglich, die Funktion der TLR in den einzelnen Kompartimenten zu untersuchen.'*

Fiir das Adapterprotein MyD88 konnte gezeigt werden, dass bei fehlendem MyD88-Signal in
hidmatopoetischen Zellen keine Helicobacter hepaticus-induzierte Colitis bei vorhandenem
MyD88-Signal im Epithel ausgeldst werden konnte.'”” Diese Studie wird durch Ergebnisse
gestiitzt, nach denen die chronische Entziindung im Modell der IL10”" Maus durch Aktivierung
von NF-kB hauptsichlich in myeloiden Zellen und nicht in Epithelzellen vermittelt wird.'”
Auch fiir die TLR2 und TLR4 erscheint eine Untersuchung der Funktion in den einzelnen
Zellkompartimenten sinnvoll, um die Pathogenese der Colitis aufkldren und Therapieansitze

entwickeln zu konnen.

5.2 Von C. jejuni hervorgerufene Verinderungen im murinen IL10"-Modell

Nach gastrointestinalen Infekten kommt es zu einer erhdhten Inzidenz chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen im Menschen.'”>'”® Des Weiteren konnten Durchfallerreger im Stuhl von
CED-Patienten mit aktivem Krankheitsgeschehen nachgewiesen werden.'”'® Um die
Auswirkungen eines Darmpathogens auf eine bestehende Colitis zu untersuchen, wurden IL-10""
Maiuse mit C. jejuni infiziert. Dieser Erreger wurde gewihlt, da er weltweit als einer der
haufigsten bakteriellen Durchfallerreger gilt.'”” Es gibt nur wenige Tiermodelle, in denen die
Immunantwort gegen C. jejuni untersucht werden kann (siehe 1.8). Miuse, denen das TLR-

Adapterprotein MyD88 fehlt'*®

, sind empfinglich fiir eine C. jejuni-Infektion. Hieraus ergibt
sich, dass TLR-Signalwege wichtig fiir die Begrenzung dieser Infektion sind. C. jejuni
exprimiert Liganden fiir TLR2 und TLR4, wie das Lipoprotein JIpA und LOS."*'” Es gibt
jedoch betrachtliche Strukturunterschiede z.B. der LOS zwischen den verschiedenen Stimmen

. . 180,181
sowie innerhalb eines Stammes. %!

Die Verdanderung der exprimierten Oberfldchenstrukturen
ist eine wichtige Strategie fiir das Bakterium, um dem Immunsystems des Wirts zu entgehen und
sich seiner Umwelt anzupassen. Dadurch ist es moglich, dass nicht alle C. jejuni Typen in der

Lage sind, als TLR4-Agonisten zu fungieren. Die Ergebnisse zur Aktivierung von TLR durch C.
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113,122,181 . . .
312218L182 {51 die Funktion der TLR im Rahmen von

Jjejuni gehen in der Literatur auseinander.
C. jejuni-Infektionen in diesem Modell zu untersuchen, wurden neben IL-10"" Méusen auch IL-
107/TLR2” und IL-10"/TLR4"" Méuse infiziert. Durch den Vergleich der infizierten und naiven
Maiuse sowie der infizierten Tiere untereinander ist es mdglich, Erkenntnisse zur Rolle von
TLR2- bzw. TLR4-Liganden im Rahmen der Immunantwort gegeniiber C. jejuni zu gewinnen.

C. jejuni konnte nach Infektion der IL-107", IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miuse im
Faeces der Tiere iiber mehrere Tage hinweg nachgewiesen werden. Dabei kam es im Median zu
einer vergleichbaren Konzentration von C. jejuni im Colon der IL-10" und IL-10"/TLR4”
Tiere. IL-10"/TLR2” Miuse wiesen eine an Tag 3 und 5 p.i. signifikant erhdhte C. jejuni-
Konzentration im Colon auf. Diese war jedoch an Tag 4 p.i. nicht nachweisbar und ist aufgrund
des geringen Unterschiedes von maximal einer logarithmischen Stufe nicht als biologisch
relevant anzusehen. Bei den IL-10" und IL-107/TLR4” Mausen verminderte sich die Anzahl
der Tiere, bei denen C. jejuni nachgewiesen werden konnte von d3 bis d5 p.i.. Auch die mediane
Konzentration nahm ab. Die Ursache dafiir ist nicht gekldrt, kann jedoch in der
Kolonisationsresistenz durch die Darmflora begriindet liegen. Bei Wildtyp-Tieren kommt es
nicht zu einer C. jejuni-Kolonisation, wihrend bei IL-10" eine durch die Entziindung verinderte
Darmflora vorliegt'*’, die eine voriibergehende Kolonisation ermdglicht. Auch Méuse mit einer
reduzierten Diversitit der Darmflora kénnen von C. jejuni kolonisiert werden."!

Die Bewertung des Colons der infizierten Tiere mit dem OVA-Colitis-Score erbrachte im
Vergleich mit den naiven Tieren keinen Unterschied. Mansfield und Mitarbeiter konnten
nachweisen, dass IL-10"" Méuse nach Infektion mit C. jejuni erkranken und histologisch
Pathologien erkennbar sind."® Obwohl der OVA-Score einige Aspekte des histologischen
Scores aus der Arbeit von Mansfield™® umfasst, konnte bei den in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Méusen kein Anstieg des Scores festgestellt werden. So wie bei den naiven Tieren,
wurden auch bei den infizierten Tieren die IL-10"/TLR4” Méuse mittels OVA-Score signifikant
besser bewertet als die IL-10"/TLR2"" Miuse. IL-107/TLR4" Miuse wiesen im Colon
signifikant weniger CD3" T-Zellen auf als IL-10"/TLR2” sowie IL-10"" Miuse. Da die
Immunantwort gegen C. jejuni auch von Th1-Zellen vermittelt wird'**, scheint es bei den IL-10""
/TLR4”" Miusen zu einer weniger starken Immunreaktion zu kommen. Diese Aussage ldsst sich
jedoch nicht ohne Einschrinkungen machen, da sich die Anzahl der T-Zellen zwischen
infizierten und naiven Méusen nicht signifikant unterschieden hat. Die klinische Beurteilung der
Tiere zeigte bei den IL-10"/TLR4”~ Miusen eine signifikante Verschlechterung und weist eher
auf eine negative Wirkung der TLR4-Defizienz bei C. jejuni-Infektion hin, wobei es den IL-10""
/TLR4”" Miusen im naiven Zustand besser ging als den IL-10"" und IL-10"/TLR2"" M#usen.
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Bei den infizierten IL-10"/TLR2”" Miusen zeigte sich ein Anstieg der apoptotischen Zellen im
Vergleich zu den naiven IL-10"/TLR2” Miusen. Somit fiihrt das Fehlen von TLR2 zu
vermehrter Apoptose bei C. jejuni-Infektion. Friis'*' konnte nachweisen, dass C. jejuni die IL-6-
Sekretion in intestinalen Epithelzellen iiber TLR2 bewirkt. In dieser Arbeit zeigten infizierte 1L-
10" und IL-107/TLR4™ Maiuse, nicht aber infizierte IL-107/TLR2”" Miuse im Colon einen
Anstieg der IL-6-Proteinkonzentrationen. Somit konnte erstmals in einem in vivo Modell gezeigt
werden, dass die durch C. jejuni ausgeloste IL-6-Sekretion TLR2-abhdngig verlduft. Die
verminderte IL-6-Konzentration und die vermehrte Anzahl apoptotischer Zellen im Darm der
infizierten IL-10"/TLR2”" Méiuse kénnten im Zusammenhang stehen, da IL-6 eine anti-
apoptotische Wirkung besitzt."**

Bei infizierten IL-107/TLR4” Miusen wurden signifikant weniger proliferierende Zellen
nachgewiesen als bei infizierten IL-10”" Méusen. Wie schon bei den naiven Tieren macht sich
auch hier eine verminderte Epithelproliferation durch den TLR-Defekt bemerkbar.”® Eine
Reduktion der proliferierenden Zellen wére auch bei den infizierten IL-107/TLR2”" Miusen im
Vergleich zu den infizierten IL-107" Méusen zu erwarten gewesen. Dieser Unterschied deutet
sich auch an, wird jedoch nicht signifikant. Die Infektion mit C. jejuni fiihrt sowohl bei den
infizierten IL-10"/TLR2” Miusen als auch bei den infizierten IL-10"/TLR4” Méiusen im
Vergleich zu den jeweiligen naiven Genotypen zu einem Anstieg der proliferierenden Zellen im
Colon. Dieser Anstieg ist bei den infizierten IL-10"" Mausen im Vergleich zu den naiven IL-10""
Mausen nicht signifikant, jedoch tendenziell zu erkennen. Die Infektion mit C. jejuni fithrt im
hier verwendeten Modell zu einer Erh6hung proliferierender Zellen im Colon.

. . 123,124
Friihere Studien'*>

zeigen Hinweise auf eine Beteiligung dendritischer Zellen bei der Abwehr
einer C. jejuni Infektion. Dendritische Zellen nehmen die Bakterien auf und produzieren pro-
inflammatorische Zytokine.'*> Zum einen wird IL-12 produziert, was die Differenzierung CD4"
T-Zellen zu Thl-Zellen bewirkt, zum anderen werden TNFa und IL-6 produziert, welche
neutrophile Granulozyten und Makrophagen anlocken."** In der Lamina propria infizierter IL-10
" Miuse konnte ein hherer Anteil dendritischer Zellen nachgewiesen werden als bei den naiven
IL-10"" Méusen. Jedoch zeigte nur die IL-6-Proteinkonzentration im Colon infizierter IL-10"
Mause einen Anstieg im Vergleich zu naiven IL-10"" Méusen. IL-6-, TNFo- und IFNy-mRNA-
Analysen ergaben im Gegensatz dazu eine Reduktion dieser Zytokine bei den infizierten IL-10""

Miusen im Vergleich zu den naiven IL-107" Mausen. Auf Proteinebene ergaben sich keine

unterschiedlichen TNF-a-, IFNy- und IL12-p70 Konzentrationen bei den infizierten IL-107
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Miusen im Vergleich zu den naiven IL-107" Miusen. Die Ergebnisse friiherer Studien lassen
sich somit nicht eindeutig bestétigen.

Innerhalb der infizierten Gruppen zeigte sich bei den IL-10"/TLR4” Méusen im Vergleich zu
den IL-107 Méusen ein groflerer Anteil dendritischer Zellen in der Lamina propria und damit
eine stirkere Immunreaktion gegen C. jejuni. Auch in den MLN der infizierten IL-10"/ TLR4™
Maiuse wurden signifikant mehr dendritische Zellen nachgewiesen als in den MLN der naiven
IL-107/TLR4" sowie der infizierten IL10"" und IL-10"/TLR2” Miuse. Durch C. jejuni
aktivierte dendritische Zellen induzieren eine Thl-Antwort."** Auch der Anteil der CD4" Th-
Zellen war bei den infizierten IL-10"/TLR4” Méusen im Vergleich zu den naiven IL-10"
/TLR4™ sowie den infizierten IL-10"/TLR2”" Miusen erhdht. Somit scheint der Verlust von
TLR4 bei einer Infektion mit C. jejuni in der Lamina propria und in den MLN zu einer
vermehrten Aktivierung dendritischer Zellen und in den MLN zu einer stirkeren T-Zellantwort
zu fiihren. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu einer Studie von Rathinam'*, bei der eine
C. jejuni-induzierte Aktivierung dendritischer Zellen TLR4-abhédngig verlduft. In dieser Studie
wurde jedoch ein anderer C. jejuni-Stamm verwendet, dessen Oberfldchenstrukturen vermutlich
andere Rezeptoren aktiviert (siche dazu Beginn 5.2 sowie ™).

Tovine'® konnte in einem in vitro-Modell zeigen, dass NO eine Rolle in der Abwehr C. jejunis
spielt. Dies bestitigte sich in einem in vivo Modell nach intraperitonealer Infektion von Mausen
mit C. jejuni."™ Bei den hier untersuchten IL10™, IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miusen,
die p.o. mit C. jejuni infiziert wurden, zeigte sich hingegen kein Anstieg der NO-Konzentration
im Colon.

Die IL-18-mRNA-Expression im Colon der infizierten Mause war im Vergleich zu den naiven
Mausen reduziert. Schon die IL-18-Expression der naiven Tiere war im Vergleich zu gesunden
Wildtyp-Tieren vermindert. Studien unserer Forschungsgruppe mit gnotobiotischen IL-107, IL-
10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Miusen, die ausschlieBlich mit C. jejuni bzw. E. coli
rekolonisiert wurden, zeigten bei den mit C. jejuni kolonisierten Tieren ebenfalls eine Reduktion
der IL-18-Expression im Vergleich zu den mit E. coli assoziierten Mausen (Dissertation von
Lea-Maxie Haag, unverdffentlicht). Diese Verminderung der IL-18-Expression macht eine
Beteiligung von IL-18 an der Pathogenese der IL-10"- und der Campylobacter-Colitis
unwahrscheinlich.

In die Bekdmpfung einer C. jejumi-Infektion wird auch das adaptive Immunsystem mit
eingebunden. Antikérper gegen verschiedene bakterielle Komponenten konnten im
menschlichen Serum nachgewiesen werden.'® Im Colon der infizierten IL-107", IL-10"/TLR2™

und IL-107/TLR4" Miuse konnten im Vergleich zu den naiven Tieren mehr B-Zellen
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nachgewiesen werden, was fiir die Beteiligung einer adaptiven Immunantwort im Rahmen einer
C. jejuni-Infektion spricht. Der bei den IL-10"/TLR4” Mausen im Vergleich zu den IL-10"" und
IL-107"/TLR2” Miusen verringerte Anteil B220" Zellen im Colon spricht fiir eine TLR4-
abhédngige Aktivierung der B-Zellen. Bei den IL-10"/TLR4 ™ Tieren wurde auch in den MLN ein
geringerer Anteil B-Zellen im Vergleich zu den IL-10" und IL-10"/TLR2” Miusen gefunden.
Allerdings zeigte sich in diesem Kompartiment kein durch die Infektion hervorgerufener
erhohter Anteil an B-Zellen. Auch in der Milz wurden keine Unterschiede der B-
Zellpopulationen zwischen naiven und infizierten Tieren festgestellt, sodass die B-Zellantwort
gegeniiber C. jejuni in diesem Modell auf das mukosale Immunsystem begrenzt ist.

Infizierte IL-10"/TLR4"" Miuse wiesen signifikant mehr Th-Zellen, aktivierte Th-Zellen und
zytotoxische T-Zellen in der Milz auf als naive IL-10"/TLR4"" Miuse sowie infizierte IL-10""
und IL-10"/TLR2” Miuse. Damit kam es bei diesen Tieren zu einer stirkeren systemischen
Immunantwort gegeniiber C. jejuni als bei den Vergleichstieren. Gestiitzt wird dies durch einen
erhéhten Anteil dendritischer Zellen in der Milz der IL-10"/TLR4” Mause. Dendritische Zellen
aktivieren T-Zellen bei einer C. jejuni-Infektion.'*'** Sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen
tragen zur Immunantwort gegen C. jejuni bei.'® Die Beteiligung dieser Zellen an der
Immunantwort gegen C. jejuni wird ebenso in der Leber ersichtlich. Es kommt bei den
infizierten IL-10"" Mausen zu einem erhdhten Anteil von Th-Zellen und zytotoxischen T-Zellen
im Vergleich zu den naiven IL-10"" Miusen.

Bei den infizierten IL-10"", IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4”" Miusen kam es im Vergleich zu
den naiven Gruppen hdufiger zu Translokationen lebender Bakterien in die MLN, Leber, Milz
und Nieren. Dabei konnte kein lebender C. jejuni, sondern Bakterien der Darmflora
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse bestétigen frithere Studien, nach denen C. jejuni zu
einer transzelluldren Translokation kommensaler Bakterien iiber lipid rafts fiihrt.'” Ein weiterer
Mechanismus besteht in der Reduktion der MUC2-Expression im Darm. Infizierte Mause wiesen
im Vergleich zu naiven Tieren eine verminderte MUC2-Expression im Colon auf. Somit
vermindert C. jejuni die schiitzende Schleimschicht, die den Kontakt der Darmbakterien mit dem
Epithel begrenzt. In der Folge konnen Bakterien leichter an das Epithel gelangen und
translozieren.

In der Leber der infizierten IL-10", IL-10"/TLR2” und IL-107/TLR4"~ Muse konnte im
Vergleich zu den naiven IL-10", IL-10"/TLR2" und IL-10"/TLR4"~ Miusen ein signifikanter
Anstieg neutrophiler Granulozyten festgestellt werden. Der hochste Anteil der Neutrophilen
zeigte sich bei den IL-107/TLR2” Méusen. Dies kann durch eine Immunantwort gegentiber den

in die Leber translozierten Bakterien erkldrt werden, da eine der Hauptaufgaben dieser
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Zellpopulation in der Beseitigung eingedrungener Mikroorganismen besteht.'*” Obwohl es bei
47,1% der IL-107/TLR4” Mause und damit bei doppelt so vielen Tieren im Vergleich zu den
beiden anderen infizierten Gruppen zu einer Translokation von Bakterien in die Leber kam, lag
der Anteil der neutrophilen Granulozyten unter dem der IL-10"/TLR2” Miuse. Es translozierten
mehr Bakterien in die MLN der infizierten IL-10"" und IL-10"/TLR2” Méuse als in die MLN
der IL-10"/TLR4”" Miuse. Erwartungsgemil zeigte sich bei den IL-10"/TLR4”~ Méusen in den
MLN ein geringerer Anteil neutrophiler Granulozyten.

Im DSS-Colitis Modell konnte bewiesen werden, dass intraepitheliale yd T-Zellen den Ubertritt
von Bakterien durch geschidigtes Epithel begrenzen und dessen Heilung stimulieren.'*®'®* Im
hier verwendeten IL-10"-Colitis Modell wurden im Colon der IL-10"/TLR4” Miuse im
Vergleich zu den IL-107/TLR2” Miusen mehr vd T-Zellen nachgewiesen. IL-10"/TLR4™
Miuse zeigten im Vergleich zu IL-10"/TLR2”" Miusen eine geringere bakterielle Translokation
in die MLN sowie weniger Epithelschdden, was die Ergebnisse fritherer Studien zur Funktion
der yd T-Zellen bestétigt.

In den Lymphozyten der Lamina propria kam es bei den infizierten IL-107" Mausen zu einer
Erhéhung der neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu den naiven IL-10"" Miusen. Beim
Vergleich der infizierten Gruppen untereinander wiesen IL-10" Miuse die niedrigsten Werte
dieser Zellpopulation auf. Somit zeigt sich in der Lamina propria der infizierten Maiuse
erwartungsgemill eine Antwort des angeborenen Immunsystems gegeniiber C. jejuni, die durch
einen TLR-Defekt verstarkt wird.

In der Milz und in der Leber wurde bei allen infizierten Gruppen im Vergleich zu den naiven
Gruppen ein geringerer Anteil natiirlicher Killerzellen nachgewiesen. Dies macht eine
Beteiligung dieser Zellpopulation bei einer systemischen Antwort gegen C. jejuni
unwahrscheinlich. Natiirliche Killerzellen koénnen pro-inflammatorische Zytokine, wie z.B.

18 Thre Rolle im Rahmen

[FNy, produzieren und zur Abwehr von Krankheitserregern beitragen.
von Infektionen mit C. jejuni ist bisher wenig erforscht. Avril'*® konnte zeigen, dass natiirliche
Killerzellen das LOS von C. jejuni erkennen. Eine mdgliche Bedeutung im Rahmen einer C.
jejuni-Infektion konnte jedoch noch nicht gekldart werden. Auch das Ausbleiben von
Verdnderungen des Anteils natiirlicher Killerzellen in den MLN durch die Infektion mit C. jejuni
macht eine Beteiligung an der Immunabwehr im hier untersuchten Modell unwahrscheinlich.

Bei starker Entziindung im Darm kommt es zu einer Vermehrung bestimmter vom erhdhten

Nihrstoffangebot besonders profitierender Bakterien, zu denen auch E. coli zahlt.* Infizierte IL-

107/TLR2™ und IL-10"/TLR4” Miuse zeigen eine niedrigere E. coli Konzentration im Colon

90



als naive IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4"" Mzuse. Bei den infizierten IL-10"" Mausen ist kein
signifikanter Unterschied feststellbar, jedoch weisen mehr naive als infizierte IL-10"" Mause E.
coli im Colon auf. Somit zeigen mit C. jejuni infizierte Mause in diesem Modell eine
Verminderung der E. coli-Konzentration im Colon. Da sich die Darmflora von Tier zu Tier in
gewissen Grenzen unterschiedet, wire eine Untersuchung des Verlaufs der E. coli-Konzentration
bei den gleichen Tieren von einem naiven Ausgangszustand hilfreich gewesen, um zu beurteilen,
inwiefern sich die C. jejuni-Infektion auf die E. coli-Konzentration im Darm der Tiere auswirkt.
Die Konzentration der infizierten Méuse untereinander kann als vergleichbar angesehen werden,
wobei sich zeigt, dass die TLR2-Defizienz bei infizierten Méausen zu einer héheren E. coli-

Konzentration im Colon fiihrt.
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6 Zusammenfassung

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa sind
rezidivierende Entziindungen des Gastrointestinaltrakts. Die IL-107"" Maus entwickelt eine
chronische Thl-basierte Colitis und wurde hier als Modell verwendet, um die Rolle von TLR2
und TLR4 - Rezeptoren des angeborenen Immunsystems - bei der Colitis zu untersuchen.
IL-10"/TLR4™ Miuse zeigten eine schwichere Ausprigung der Colitis im Vergleich zu IL-10""
und IL-10"/TLR2”" Méusen. IL-10"/TLR4™ Miuse wurden klinisch besser beurteilt und wiesen
weniger apoptotische sowie B-Zellen im Colon auf. Die IFNy- und IL-12p70-Konzentrationen
im Colon waren vermindert. Somit verstirkt bakterielles Lipopolysaccharid, das iiber TLR4
wahrgenommen wird, die Entziindungsreaktion. Die Untersuchung eines TLR4-Antagonisten im
Colitis-Modell erscheint sinnvoll. IL-10"/TLR2”" Miuse zeigten eine stirkere Entziindung.
Dieses Ergebnis spiegelte sich vor allem im erhdhten histopathologischen Score, der groferen
Anzahl von T-Zellen sowie erhdhter pro-inflammatorischer Zytokinkonzentrationen im Colon
wider. Eine mégliche positive Wirkung von TLR2-Liganden auf die IL-10"-Colitis sollte
untersucht werden.

Das Darmpathogen C. jejuni konnte in IL-10"", IL-10"/TLR2” und IL-10"/TLR4” Mausen den
Gastrointestinaltrakt kolonisieren, fithrte jedoch nicht zu einer histologisch erkennbaren
Exazerbation der Colitis. Die Infektion bewirkte einen Anstieg der B-Zellen und eine verringerte
Mucin2-Expression. Die resultierende Verdnderung der Schleimschicht trug zu einer vermehrten
bakteriellen Translokation bei. Dadurch kommt es zu einem erhéhten Antigenstimulus in der
Mukosa, der in genetisch empfindlichen Individuen als Initiator einer ungebremsten
Entziindungsreaktion dienen kann.

Alle infizierten Genotypen wiesen im Vergleich zu den naiven Gruppen eine verminderte Anzahl
natilirlicher Killerzellen in Milz und Leber auf. Dieses Resultat macht eine Beteiligung der
natiirlichen Killerzellen an der Immunantwort gegen C. jejuni unwahrscheinlich. Bei den IL-107
JTLR4” Miusen kam es zu einer verstirkten adaptiven und verminderten angeborenen
systemischen Immunantwort. Eine in vitro frither beschriebene TLR2-abhingige Induktion der

IL-6-Produktion durch C. jejuni konnte erstmals in vivo bestitigt werden.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

°C - Grad Celsius

Abb. - Abbildung

A - Adenosin

AIEC - adherent-invasive Escherichia coli

APC - Antigen-Presenting-Cell (eng.), Antigenprisentierende Zelle
APC - Allophycocyanin

Aqua dest. - destilliertes Wasser

ATGI16L1 - autophagy-related 16-like proteinl (eng.)
BSA - Bovines Serum Albumin

C. jejuni - Campylobacter jejuni

CARD-15 - Caspase-Recruitment-Domain 15 (eng.)
CD - Cluster of Differentiation (eng.)

CED - Chronisch entziindliche Darmerkrankungen
CNA - Colistin/ Nalidixin Saure-Agar

CpG - Cytosin-Phosphatidyl-Guanosin

C - Cytosin

d - Tag

DC - Dendritic Cells (eng.), dendritische Zellen
DNA - Desoxyribonukleinséure

DSS - Dextran-Sodium-Sulfate (eng.)

E. coli - Escherichia coli

FITC - Fluoreszeinisothiocyanat

Foxp3 - Forkhead box P3 (eng.)

g - Erdbeschleunigung

g - Gramm

GALT - Gut-associated lymphoid tissue (eng.)
YOTCR - v8 T-Zell-Rezeptor

G - Guanosin

HE - Hamatoxylin-Eosin

IFN - Interferon

Ig - Immunglobulin

IL - Interleukin

IRGM - immunity-related GTPase family (eng.)

k - Kilo

KBE - Kolonie-bildende Einheit
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LOS - Lipooligosaccharid

LPS - Lipopolysaccharid

m - milli

MCP-1 - Monocyte chemoattractant protein-1 (eng.)
MDP - Muramyldipeptid

MgCl, - Magnesiumdichlorid

MLN - mesenteriale Lymphknoten

MPO7 - Myeloperoxidase 7

MUC?2 - Mucin 2

MyD88 - Myeloid differentiation primary-response protein 88 (eng.)
n - Anzahl

NF-xB - Nuclear-Factor-Kappa B

NK Zellen - Natiirliche Killerzellen

NO - Stickstoffmonoxid

NOD - Nucleotide-binding and Oligomerization Domain (eng.)
p - p-Wert

PAMP - Pathogen-associated molecular pattern (eng.)
PE - Phycoerythrin

PBS - Phosphate buffered saline (eng.)

PCR - Polymerase-chain-reactio (eng.), Polymerasekettenreaktion
PRR - Pattern recognition receptor (eng.)

REGS3 - Regenerating islet-derived proetin (eng.)

RNA - Ribonukleinsdure

SPF - spezifisch pathogenfrei

t - Thymidin

TGFp - Tumor growth factor 3 (eng.)

TIR - TOLL/IL-1-Rezeptor entsprechende Region
TIRAP - TIR domain containing adaptor protein (eng.)
TLR - Toll-like Receptor (eng.), Toll-dhnlicher Rezeptor
TNFa - Tumor-Nekrose-Faktor a

TRAM - TRIF-related adaptor molecule (eng.)

TRIF - Toll-Receptor associated Activator of Interferon (eng.)
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